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1.1   Stress e risposte delle piante 
La sopravvivenza dei sistemi biologici, dipende dalla loro capacità d’adattamento 
alle condizioni ambientali circostanti. Le piante, in quanto organismi sessili, sono 
continuamente soggette a stress ovvero a condizioni ambientali esterne che possono 
influire negativamente sulla loro crescita, sullo sviluppo e sulla riproduzione. Gli 
stress vengono suddivisi a seconda che questi siano determinati da altri organismi 
viventi (stress biotici), oppure a seconda che vengano provocati da un eccesso o da 
una carenza dei fattori chimici e fisici che determinano le caratteristiche 
dell’ambiente in cui vive la pianta (stress abiotici). Le specie vegetali rispondono a 
questi stress impiegando meccanismi di difesa e di adattamento che prevedono 
l‘utilizzo di determinate vie metaboliche e fisiologiche. Esiste di fatto un complessa 
rete di segnali, basata sull’interazione pianta-ambiente, che permette alle specie 
vegetali l’adattamento alle diverse condizioni ambientali circostanti, e di rispondere 
così agli stress. Nelle specie vegetali gli stress sono in grado d’indurre una vasta 
gamma di risposte a livello genetico, fisiologico e biochimico. Fattori come durata, 
intensità, velocità con cui uno stress si manifesta, combinazioni di più stress, 
caratteristiche della pianta come stadio di sviluppo e genotipo, e l’identità degli 
organi e dei tessuti che lo stress colpisce, influenzano la risposta della pianta allo 
stress. I sistemi di difesa che le piante oppongono alle condizioni ambientali 
sfavorevoli, possono essere suddivisi in due categorie generali: strategie 
d’allontanamento, che hanno lo scopo di prevenire e di eludere l’esposizione allo 
stress; e strategie di tolleranza, che permettono alla pianta di tollerare, di sopportare e 
di resistere a condizioni di crescita avverse. Le risposte che le piante appartenenti al 
secondo tipo di strategia mettono in atto contro lo stress, sono rappresentate da tratti 
costitutivi geneticamente conservati, derivanti da veri e propri adattamenti evolutivi. 
Tali caratteriste ( es. spessa corteccia, radici profonde, stomi infossati, specifica 
capacità di percepire la lunghezza del giorno) hanno consentito il successo di  queste 
specie in ambienti caratterizzati da condizioni ambientali altrimenti troppo ostili per 
la crescita e la sopravvivenza. 
La risposta che la pianta contrappone all’ambiente quando è esposta ad uno stress, ha 
origine quando si ha il riconoscimento di quest’ultimo a livello cellulare. Una volta 
percepito il tipo di stress, si innescano le vie di trasduzione del segnale che 
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trasmettono e propagano l’informazione rilevata, all’interno delle singole cellule ed 
in tutta la pianta. Cambiamenti nel metabolismo e nello sviluppo, sono ad esempio 
tipiche risposte ad uno stress, riconducibili a modificazioni dell’espressione genica. 
Tali mutamenti, indotti dallo stress stesso, regolano tutta una serie di risposte che 
prevedono la sovraespressione o la repressione di alcuni geni, il coinvolgimento di 
molecole come gli ormoni acido abscissico, acido jasmonico ed etilene e di secondi 
messaggeri come il Ca2+, oltre all’aumento di specifici mRNA in seguito a fenomeni 
di regolazione post-trascrizionale. Si può assistere inoltre ad un aumento della 
traduzione e di fatto della sintesi proteica, a una modificazione dell’attività proteica e 
ad una stabilizzazione delle proteine stesse. 
Un tipico esempio di adattamento evolutivo che ha permesso alle piante di 
sopravvivere anche in condizioni ambientali difficili e potenzialmente dannose, è 
rappresentato dall’acclimatazione. Questo meccanismo modifica l’omeostasi 
dell’organismo, ovvero il suo equilibrio fisiologico, e permette alle piante di resistere 
alle basse temperature. Con l’acclimatazione, si ha di fatto un passaggio da una 
iniziale condizione di sensibilità, ad una condizione di resistenza a temperature che 
altrimenti risulterebbero proibitive per la crescita e lo sviluppo della pianta. Fra gli 
stress abiotici più frequenti, che possono colpire le specie vegetali che abitano 
soprattutto zone temperate della terra, lo stress da congelamento e da basse 
temperature é uno dei più rilevanti. 
1.2   Stress da basse temperature e da congelamento 
Le basse temperature rappresentano uno dei maggiori fattori limitanti la crescita, lo 
sviluppo e la distribuzione delle piante, mettendo a rischio di fatto la produttività e la 
qualità delle produzioni agricole. Molti studiosi ritengono che i cambiamenti 
climatici globali cominceranno ad avere un profondo effetto sulle produzioni 
mondiali alimentari già nel corso del XXI secolo. Tali mutamenti avrebbero l’effetto 
di provocare carestie in alcune regioni del mondo mentre potrebbero accrescere le 
produzioni in altre zone. Recenti stime suggeriscono che le produzioni agricole si 
accresceranno nelle regioni collocate ad alte e medie latitudini, ovvero in quelle zone 
dove si manifesteranno temperature più favorevoli e stagioni di crescita più lunghe 
(Parry et al., 2003).  
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Gli effetti negativi del freddo e del gelo fuori stagione, si potrebbero anche tradurre 
in benefici a lungo termine,  fra i quali un decremento delle popolazioni di organismi 
nocivi ai raccolti. Tali modificazioni climatiche potrebbero altresì causare estinzioni 
locali di erbivori oltre che influenzare la distribuzione geografica di molte specie 
vegetali ed animali endemiche (Inouye 2000). Anche se la distribuzione delle basse 
temperature in seguito a fenomeni indotti dal cambiamento climatico globale, rimane 
tutt’oggi incerta, si può ipotizzare che in futuro, condizioni di freddo e gelo, 
potrebbero colpire in modo maggiore alcune aree della terra  anziché altre (Guy et 
al., 2006). 
Anche a tal proposito, è utile capire le basi molecolari della resistenza allo stress da 
freddo, con il fine di definire le possibili strategie che in futuro potrebbero essere 
impiegate, per incrementare la tolleranza a questo tipo di stress in importanti specie 
coltivate. 
La capacità delle piante di tollerare uno stress da freddo e da congelamento varia a 
seconda della severità dello stress (quanto bassa è la temperatura), della velocità con 
cui avviene l’abbassamento della temperatura, della durata dello stress e delle 
fluttuazioni (giornaliera o stagionale). Da ciò si deduce che le piante debbano avere 
sistemi multipli di percezione e di trasduzione del segnale, che interagiscono tra loro 
a diversi livelli per conferire la resistenza allo stress. Le specie vegetali resistenti alle 
basse temperature, sono in grado di ”anticipare” lo stress attraverso meccanismi 
d’interazione pianta-ambiente che, modificando il loro stato fisiologico attraverso il 
meccanismo di percezione del segnale → trasduzione del segnale → risposta, 
consentono loro di sopravvivere (acclimatazione). 
Quando si vuole determinare la tolleranza al gelo e alle basse temperature di piante 
non-acclimatate infatti, si sottopone quest’ultime ad un rapido abbassamento delle 
temperatura sotto gli 0 ºC. Questa misura fornisce indicazioni circa la capacità della 
pianta di sopravvivere a queste situazioni limite (Hannah et al., 2006). Le piante 
sensibili al congelamento risultano danneggiate in seguito alla formazione di 
ghiaccio fra i –2 ºC e i –5 ºC. 
Il meccanismo di  non-acclimatazione delle piante è poco conosciuto; è stata però 
evidenziata la presenza di loci indipendenti che sono in grado di conferire la capacità 
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di acclimatazione nella patata (Solanum tuberosum; Stone et al., 1993) e in colza 
(Brassica napus; Teutonico et al., 1995). La tolleranza allo stress da freddo e da 
congelamento dovuta alla capacità di acclimatazione, dipende dall’abilità di molte 
piante degli ambienti temperati, inclusa Arabidopsis thaliana, di incrementare la loro 
resistenza a questo tipo di stress. Questo avviene quando si verifica una precedente 
esposizione a condizioni anche rigide di temperatura, che però non raggiungono mai 
situazioni di rischio congelamento, e che precedono stress da freddo più severi 
(Levitt 1980). Tali condizioni non-limite, consentono alla pianta di prepararsi allo 
stress, e di passare da una situazione in cui sarebbe potenzialmente sensibile, ad una 
condizione di resistenza allo stress. La condizione d’acclimatazione al freddo 
prevede tutta una serie di mutamenti a livello metabolico come l’alterazione nella 
composizione delle membrane lipidiche, l’accumulo di osmoliti compatibili (proline, 
betaine, zuccheri solubili), il riarrangiamento del citoscheletro, l’aumento transiente 
dell’acido abscissico (ABA), la riduzione o la cessazione della crescita, il 
cambiamento dell’attività di alcuni enzimi  come l’inositol-fosfato fosfatasi, l’RNA 
elicasi, l’enolasi , modificazioni a carico delle RING finger protein etc.( Levitt 1980; 
Chinnusamy et al., 2003; Gong et al., 2002; Lee et al., 2001, 2002; Xiong et al., 
1999, 2002; Zhu et al., 2004). Questi cambiamenti sono controllati da un 
riprogrammamento che avviene a livello dell’espressione genica che suggerisce la 
presenza di multipli pattern mediatori del segnale, e che conferisce alle piante la 
capacità di adattarsi a condizioni ambientali avverse. 
In specie sensibili a temperature che sono troppo basse per una crescita normale ma 
non abbastanza da formare il ghiaccio, si manifestano spesso lesioni da 
raffreddamento (chilling). Tali alterazioni, colpiscono soprattutto specie di origine 
tropicale o sub-tropicale come mais, pomodoro, riso e cotone. Piante che infatti 
crescono a temperature relativamente calde (25-35 ºC), se sottoposte ad un  
abbassamento della temperatura dell’ambiente che raggiunge i 10-15 ºC, mostrano la 
comparsa di zone clorotiche e di ferite sulla foglia, accompagnata da un 
rallentamento della crescita. La sensibilità delle specie vegetali a questo tipo di 
stress, varia a seconda dello stadio biologico della pianta e degli organi che sono 
interessati dallo stress. Nelle piante superiori si è osservato come gli stadi giovanili 
siano più suscettibili allo stress da freddo e da congelamento di quanto non lo siano 
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gli stadi adulti. Radici, rizomi e bulbi sono invece gli organi probabilmente più 
sensibili a questa tipologia di stress. La resistenza delle piante alle basse temperature, 
spesso aumenta se quest’ultime vengono prima sottoposte ad un processo di 
raffreddamento lento e graduale. In questo modo la pianta, ha il tempo di percepire lo 
stimolo e di mettere in atto tutti quei meccanismi fisiologici, genetici e metabolici 
che gli consentiranno di sopravvivere a temperature anche più severe 
(acclimatazione). Se lo stress si manifesta in modo repentino (veloce abbassamento 
della temperatura sotto gli 0 ºC), la pianta non ha il tempo di mettere in campo i suoi 
meccanismi di difesa e si assisterà a lesioni irreversibili in zone della superficie 
fogliare. Tali modificazioni nella struttura della foglia sono indice di importanti 
mutamenti che sono avvenuti a livello cellulare come: inibizione della fotosintesi e 
della traslocazione dei carboidrati, inibizione della sintesi proteica, degradazione 
delle proteine presenti, minore respirazione. Queste alterazioni metaboliche sono 
tutte riconducibili a mutamenti nella struttura e nella funzionalità delle membrane, a 
causa del raffreddamento. Lo stress infatti induce una perdita di soluti come 
meccanismo di difesa, che si ripercuote negativamente sull’assetto della membrana 
plasmatica e probabilmente del tonoplasto. Lesioni nella struttura della membrana 
dei cloroplasti e dei mitocondri causerebbero l’inibizione della fotosintesi e della 
respirazione. 
Semi ed altri tessuti parzialmente disidratati,  possono essere mantenuti anche per 
lunghi periodi a temperature vicine allo zero assoluto (0 K) senza subire danni. 
Cellule vegetative idratate, se congelate molto velocemente, possono conservare la 
loro vitalità. Questo per dimostrare come le basse temperature non siano 
necessariamente dannose ma anzi, possano anche rilevarsi potenzialmente utili in 
processi di crioconservazione. I danni a carico delle cellule durante il congelamento, 
si hanno in seguito alla formazione di grandi cristalli di ghiaccio che, formandosi 
lentamente, perforano e distruggono le strutture cellulari. In condizioni di repentino 
abbassamento della temperatura invece, si vengono a formare piccoli cristalli di 
ghiaccio incapaci di danneggiare le strutture sub-cellulari. In natura gli abbassamenti 
di temperatura non sono mai così rapidi da evitare la formazione di grossi cristalli di 
ghiaccio all’interno delle cellule vegetali. Affinché la cellula non subisca danni 
irreparabili, è necessario che anche il ritorno a temperature normali sia estremamente 
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rapido. Se infatti il processo avviene troppo lentamente, i cristalli di ghiaccio si 
possono convertire in vapore acqueo attraverso la sublimazione, oppure possono 
accrescersi, fino a raggiungere dimensioni dannose per la cellula, una volta raggiunte 
temperature intermedie. 
In condizioni naturali, la formazione del ghiaccio si manifesta prima fra spazi 
intercellulari e nei vasi xilematici delle foglie e degli steli. Nelle piante resistenti, il 
tessuto congelato si riprende completamente se riscaldato. Se però la condizione di 
gelo persiste, si osserva una disidratazione delle cellule a causa del traslocamento 
delle molecole d’acqua dal protoplasto verso gli spazi intercellulari. Nell’apoplasto 
difatti, si osserva l’accrescimento dei cristalli di ghiaccio in seguito all’arrivo di 
nuova acqua dall’interno della cellula . Questo fenomeno trova spiegazione nel fatto 
che si viene a creare un gradiente di potenziale idrico fra l’interno e l’esterno della 
cellula. A una certa temperatura infatti, il potenziale chimico del ghiaccio è minore di 
quello dell’acqua allo stato liquido; inoltre, la pressione di vapore del ghiaccio 
extracellulare, è minore di quella dell’acqua presente citoplasma o nel vacuolo, e 
questo comporta la fuoriuscita dell’acqua dalla cellula. Per comprendere meglio la 
natura di questo fenomeno è necessario introdurre il concetto di osmolalità. Per 
osmolalità s’intende la misura della concentrazione di una soluzione che dipende 
dalla somma di tutti gli elettroliti ed i soluti osmotici disciolti in una soluzione. Tale 
valore viene misurato in moli di soluto presenti in 1kg d’acqua. Un innalzamento 
dell’osmolalità in un compartimento liquido, separato da un altro compartimento 
liquido da una membrana semipermeabile, causa un passaggio d’acqua dal 
compartimento meno concentrato verso quello più concentrato secondo la legge di 
massa. Secondo tale legge, l’osmolalità deve essere mantenuta uguale e costante 
all’interno dei diversi compartimenti liquidi. Se si verifica un suo aumento pertanto, 
si assiste ad un aumento della pressione osmotica. Nel caso di un’ideale soluzione 
parzialmente congelata, l’osmolalità varia in funzione della temperatura (in K) 
secondo la relazione: 
 
La quantità della soluzione iniziale che non congela a nessuna temperatura è data 
invece dalla relazione: 
osm 
273-T 
1.86 
q 1.86Mo 
273-T 
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Mo rappresenta l’osmolalità iniziale. Le due equazioni permettono di calcolare il 
punto di congelamento e la quantità di acqua congelata ad una certa temperatura. Il 
gradiente di potenziale chimico dell’acqua (potenziale idrico) tra apoplasto e 
citoplasma, si viene a creare a causa della formazione del ghiaccio negli spazi 
intercellulari. La formazione di cristalli di ghiaccio all’esterno della cellula infatti, 
aumenta la concentrazione della soluzione extracellulare. Secondo la legge di massa 
pertanto, l’acqua che si trova nel citoplasma, tenderà ad uscire dalla cellula verso 
l’apoplasto per ripristinare l’equilibrio originale. Questa traslocazione d’acqua tra 
l’interno e l’esterno della cellula, pone difatto quest’ultima in condizioni di stress 
idrico e di disidratazione (Fig. 1.1).  
         
E’ stato osservato che in piante non-acclimatate, la disidratazione del citoplasma 
porta al collasso della cellula. In piante acclimatate invece, la carenza d’acqua 
all’interno della cellula in condizioni di congelamento, è reversibile entro determinati 
valori. 
Sulla base di tutte le suddette considerazioni è pertanto possibile sintetizzare gli 
effetti dello stress da congelamento nelle cellule vegetali, nei seguenti punti 
fondamentali: 
• un passaggio d’acqua tra citoplasma ed apoplasto, e viceversa, si riscontra 
durante la fase di congelamento e di scongelamento. Tale traslocazione ha lo 
scopo di ripristinare le iniziali condizioni di potenziale idrico tra l’ambiente 
interno e l’ambiente esterno della cellula, secondo la legge di massa; 
• la formazione di grossi cristalli di ghiaccio nell’apoplasto provoca la rottura 
delle interconnessioni cellulari; 
Figura 1.1.  L’acqua si 
trasferisce dal citoplasma 
all’apoplasto mettendo la 
cellula in condizioni di 
stress idrico. 
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• il citoplasma va incontro ad essiccazione per stress idrico causando il 
collassamento delle cellule.  
1.3   Il ruolo della membrana plasmatica nello stress da basse 
temperature a da congelamento 
Alla luce di tutte le riflessioni illustrate fin’adesso, risulta evidente come la 
membrana plasmatica giochi un ruolo essenziale nella sopravvivenza della cellula 
vegetale in condizioni di stress da basse temperature e da congelamento. L’integrità 
e la piena funzionalità di questa struttura cellulare, infatti, è assolutamente 
indispensabile per il mantenimento delle attività vitali della cellula. Le contrazioni e 
i rigonfiamenti, tipici della fase di congelamento e di scongelamento, minano 
continuamente la struttura e l’integrità della membrana, con possibili effetti negativi 
sul flusso d’acqua, di ioni e di soluti tra citoplasma ed apoplasto. Non sorprende 
pertanto, che la capacità di tolleranza al gelo e alle basse temperature delle piante, 
dipenda anche dai cambiamenti che si possono verificare nelle proprietà fisiche e 
nella composizione della membrana plasmatica. 
Esistono diverse teorie circa i danni che lo stress da congelamento può indurre nella 
membrana plasmatica. 
• Ipotesi di Levitt. Nel 1980 questo ricercatore propose che i danni indotti dallo 
stress da basse temperature a carico della membrana plasmatica, fossero da 
ricercare in un’alterazione nella struttura delle proteine di membrana. Queste 
molecole, secondo Levitt, in seguito a stress da congelamento andrebbero 
incontro a denaturazione, con conseguenti modifiche a carico della loro 
struttura terziaria. Nuovi ed irreversibili ponti disolfuro intramolecolari, 
responsabili di legami trasversali tra le proteine, si originerebbero infatti in 
seguito alla disidratazione subita dal citoplasma (Fig. 1.2). Questi legami, 
impedirebbero il ripristino del volume originale della cellula nella fase di 
scongelamento, frenandone di fatto l’espansione. Sarebbero inoltre implicati 
nell’inattivazione di molti enzimi (Levitt 1980). Sulla base di questo modello, 
la capacità di sopportazione del gelo delle piante resistenti, andrebbe ricercata 
nella capacità di quest’ultime di prevenire la formazione di nuovi legami 
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disolfuro, a cui farebbe seguito una diminuzione della denaturazione proteica. 
Relativamente alle cause chimiche che portano alla formazione di questi 
legami, oggi sappiamo che molte specie attivate dell’ossigeno (ROS), sono in 
grado di attivare ioni H+ dai gruppi tiolici, consentendo in tal modo la 
formazione di legami fra due atomi di zolfo. 
             
• Vescicole endocitotiche ed estrusioni esocitotiche. Studi basati 
sull’osservazione di protoplasti, ovvero cellule vegetali prive di parete in 
quanto digerita enzimaticamente, durante i fenomeni di congelamento e di 
scongelamento, si sono rivelati molto utili per comprendere il comportamento 
della membrana plasmatica e il flusso dell’acqua che l’attraversa (Steponkus 
1984). In condizioni di equilibrio osmotico, la pressione che viene esercitata 
sul plasmalemma del protoplasto è minima. Questo avviene ad esempio nel 
caso il cui il protoplasto sia immerso in un mezzo isotonico. Nel caso di un 
abbassamento della temperatura del mezzo, quest’ultimo si congela e da 
ipotonico diventa ipertonico. In una condizione di mezzo ipertonico, l’acqua 
contenuta all’interno del protoplasto, tende a fuoriuscire per ripristinare 
l’equilibrio osmotico. In protoplasti di foglie non acclimatate, in seguito ad un 
forte abbassamento della temperatura, si verifica il fenomeno detto di 
vescicolazione endocitotica: piccole vescicole di plasmalemma, si separano 
dalla membrana e finiscono nel citoplasma. Se il mezzo torna ad essere 
ipotonico, l’acqua comincia a diffondere nuovamente nella cellula, che però, 
poiché ridimensionata a causa della riduzione della superficie della 
membrana, non è più in grado di espandersi. Il restringimento del 
plasmalemma crea difatto una condizione che porta alla lisi della membrana. 
Figura 1.2. Modello di 
Levitt. Formazione dei 
ponti disolfuro 
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Viceversa, protoplasti di foglie acclimatate, se congelati o posti in una 
soluzione ipertonica, formano estrusioni esocitotiche (Dowgert & Steponkus, 
1984). Al momento dello scongelamento, la formazione di queste strutture, 
permette la normale reidratazione del protoplasto, che torna ad avere il suo 
volume originario. Sembra che la formazione di vescicole endocitotiche nei 
protoplasti di foglie non-acclimatate, e di estrusioni esocitotiche in protoplasti 
di foglie acclimatate, sia dovuta a differenze nelle interazioni dei lipidi della 
membrana. 
• Fase esagonale II. Studi condotti hanno dimostrato che la disidratazione del 
citoplasma in seguito a stress da congelamento, causa modificazioni 
irreversibili nella struttura della membrana e in modo particolare a livello 
della composizione lipidica. Analisi più approfondite sulla struttura della 
membrana plasmatica di cellule di piante non-acclimatate, hanno rilevato la 
mancanza di proteine intramembranose in alcune regioni del plasmalemma. 
L’assenza di tali proteine fa perdere alla membrana la sua tipica architettura a 
doppio strato fosfolipidico (Fig. 1.3) (Gordon-Kamm e Steponkus, 1984), e 
determina una modifica a carico della sua struttura, denominata “fase 
esagonale II” (Fig. 1.4 e 1.5). Secondo questa teoria, la capacità delle piante 
acclimatate di resistere allo stress da basse temperature e da congelamento, 
sembra sia dovuto alla capacità che queste hanno di non formare fasi 
esagonali. Durante il congelamento infatti, si assiste alla perdita di fosfolipidi 
e all’accumulo di acidi grassi come risultato delle reazioni di de-
esterificazione. La capacità delle piante acclimatate pertanto di non formare 
fasi esagonali, potrebbe essere dovuta a mutamenti che si verificano a livello 
della composizione lipidica della membrana. Tali modificazioni si 
verificherebbero durante l’acclimatazione, e ridurrebbero la tendenza dei 
lipidi di legarsi in maniera scorretta.            
                                           
Fig. 1.3. Tipica struttura della 
membrana plasmatica: doppio 
strato fosfolipidico 
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• Danni a carico dei trasportatori di membrana. Studi effettuati su cipolla 
(Allium cepa) dimostrano come gli effetti del congelamento non siano solo ed 
esclusivamente legati a modifiche nell’architettura della membrana 
plasmatica e alla lisi cellulare. Queste indagini, hanno messo in evidenza 
come lo stress da basse temperature e da congelamento, possa manifestarsi 
anche in una semplice perdita della semi-permeabilità della membrana. A 
conferma di ciò, in Allium cepa, si assiste ad una modifica a livello delle 
proteine integrali di membrana, correlate al trasporto di ioni K+ (Palta e Li, 
1980). Sempre secondo questi studi, stress termici sub-letali, si 
ripercuoterebbero negativamente sui trasportatori H+-ATPasi della membrana. 
L’attività di queste pompe protoniche infatti, decrescerebbe in seguito ad un 
ciclo di congelamento-scongelamento. 
• Soglia critica di potenziale. Il tipo di ioni presenti in una soluzione acquosa, 
la loro concentrazione e la velocità di congelamento, determinano una 
differenza di potenziale tra il ghiaccio e la soluzione non ancora congelata. Se 
questa differenza di potenziale è troppo alta, si assiste alla destabilizzazione 
della membrana con conseguente lisi cellulare (Steponkus et al., 1985). Le 
modifiche che avvengono in seguito all’acclimatazione, permettono di 
aumentare la soglia critica di potenziale, evitando la lisi cellulare. 
• Stress ossidativo. Se le cellule vegetali vengono trattate in vitro con 
superossido, si assiste a numerosi danni a carico della membrana plasmatica. 
Queste alterazioni simulano perfettamente quelle indotte dallo stress da basse 
temperature e da congelamento. Alla luce di queste osservazioni, è stato 
ipotizzato che il superossido svolga un ruolo importante nella degradazione 
della membrana plasmatica in situazioni di stress da basse temperature e da 
Fig. 1.4 e 1.5. Fase 
esagonale II. 
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congelamento. Il legame tra l’attività del superossido e questo tipo di stress 
potrebbe essere dovuto: a disfunzioni nel trasporto elettronico di membrana in 
seguito all’esposizione allo stress, con conseguente formazione del 
superossido; ad alte pressioni di ossigeno causate dall’esclusione dei gas dal 
ghiaccio in formazione e che, in presenza di ioni metallici ridotti, 
favorirebbero la sintesi del superossido. Recenti studi suggeriscono che i 
meccanismi che consentono alle cellule acclimatate di sopravvivere in 
condizioni di stress da freddo e da congelamento, vanno probabilmente 
ricercati nella capacità che hanno queste cellule di accumulare nella loro 
membrana plasmatica molecole antiossidanti solubili. L’accumulo di queste 
molecole nel plasmalemma infatti, consentirebbe alle cellule delle piante 
acclimatate di contrastare le reazioni di perossidazione a carico della 
membrana (Kendall & McKersie, 1989). 
1.4   Processo di sovraraffreddamento o supercooling 
Durante il congelamento rapido il protoplasto, compreso il vacuolo, si 
sovraraffredda, cioè l’acqua della cellula rimane liquida anche a temperature di 
svariati gradi inferiori al suo punto di congelamento teorico. Il processo che porta 
alla formazione e alla propagazione di un cristallo di ghiaccio a partire da punti di 
potenziale osmotico meno negativo, è detto nucleazione del ghiaccio (Burke & 
Lindow, 1990), e vi partecipano svariate centinaia di molecole come grandi 
polisaccaridi e proteine (nucleatori del ghiaccio). Alcune di queste proteine hanno lo 
scopo di facilitare il processo, allineando le molecole d’acqua lungo domini di 
amminoacidi ripetuti, all’interno della proteina stessa. 
Molte piante arboree, per evitare la disidratazione del citoplasma durante il 
congelamento, sfruttano il meccanismo di sovraraffreddamento o supercooling. In 
questo processo, durante la fase iniziale di perdita del calore dal tessuto, la 
temperatura scende sotto il reale punto di congelamento del citosol e del vacuolo, 
senza causare un cambiamento di fase da quella liquida a quella solida. A mano a 
mano che le temperature diminuiscono ulteriormente, si forma ghiaccio negli spazi 
intercellulari e si osserva una perdita di energia di calore dovuta al calore latente di 
fusione dell’acqua. Il bilancio tra il guadagno termico derivante dalla formazione del 
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ghiaccio e dalla perdita di calore verso l’ambiente, riflette la temperatura del tessuto. 
Come risultato si ha che, quando l’acqua comincia a trasformarsi in ghiaccio, la 
temperatura aumenta rapidamente e rimane a questi valori fino a quando tutta l’acqua 
contenuta nella parete cellulare non è ghiacciata. Raggiunto questo valore, la perdita 
di calore si arresta e la temperatura comincia di nuovo a scendere. Tutto ciò è reso 
possibile dal fatto che fin tanto che l’acqua continua a congelare, libera calore. Alla 
luce di queste considerazioni si capisce come mai durante le brinate, le piante 
vengono spruzzate con acqua. L’acqua che congela al di fuori delle cellule, rilascia 
calore che impedisce il congelamento a livello intracellulare. 
In cellule sensibili allo stress da congelamento, la formazione di cristalli di ghiaccio 
a livello intercellulare, non è letale. Quando queste vengono però sottoposte per 
lunghi periodi a temperature inferiori agli 0 ºC, si osserva la formazione di cristalli di 
ghiaccio all’interno della parete cellulare. Ciò è reso possibile dal fatto che il vapore 
acqueo si sposta dal citoplasma della cellula verso l’interno della parete. Questa 
traslocazione d’acqua dall’interno all’esterno della cellula, causa un innalzamento 
della concentrazione dei soluti nel protoplasto, a cui segue un abbassamento del 
punto di congelamento di quest’ultimo di 2-3 ºC. Se la temperatura continua a 
scendere, si nota una seconda fase di liberazione di calore di fusione dell’acqua. In 
questo stadio osserviamo una serie di piccoli eventi di congelamento, dove ogni 
picco di liberazione di calore rappresenta il congelamento dei protoplasti, e la loro 
conseguente perdita di vitalità. 
Come detto in precedenza, affinché si origini un cristallo di ghiaccio, è necessaria la 
presenza all’interno della cellula di nucleatori del ghiaccio e di punti di nucleazione 
del ghiaccio. La capacità di alcune specie di piante di riuscire a sopprimere la 
nucleazione del ghiaccio nel protoplasto, andrebbe ricercata nella loro capacità 
d’acclimatazione. Questa capacità permette un sovraraffreddamento spinto di molti 
gradi sotto il punto di congelamento, senza la formazione di cristalli di ghiaccio. 
L’inibizione della nucleazione del ghiaccio nel protoplasto, ha comunque un limite 
che è fissato a circa -40 ºC. A questa temperatura infatti avviene la nucleazione 
spontanea dell’acqua (il limite è fissato a -38 ºC per l’acqua distillata, ma poiché nel 
protoplasto siamo in presenza di soluti, il valore si abbassa ulteriormente a –40 ºC). 
E’ chiaro che a determinate temperature i cristalli di ghiaccio si formano anche in 
  
                                                                                                                                    INTRODUZIONE 
 15 
assenza di punti di nucleazione, determinando il congelamento e la morte della 
cellula. 
Alcuni studi hanno evidenziato come le temperature-soglia, specie-specifiche di 
sovraraffreddamento, di molte piante arboree, limitano la distribuzione geografica di 
tali organismi in determinate regioni della terra. In questi luoghi ovviamente, la 
temperatura minima di sovraraffreddamento, non viene solitamente superata (Burke 
et al., 1976). 
Pesco e vite sono esempi di piante d’interesse commerciale, in grado di tollerare 
bene le temperature invernali. Riescono infatti ad evitare il congelamento delle loro 
gemme vegetative, delle gemme fiorali e delle porzioni di corteccia o dei tessuti 
legnosi. Per quello che riguarda le gemme fiorali, queste specie riescono a 
circoscrivere la formazione del ghiaccio ai tessuti che formano la gemma e l’asse 
gemmale. Un impenetrabile strato di cellule infatti, caratterizzate dall’avere pareti 
ricche di depositi di cere, avvolge il primordio fiorale, isolandolo dai tessuti esterni e 
dall’asse (Ashworth et al., 1989). 
Fino al raggiungimento della temperatura critica di nucleazione del ghiaccio, che nel 
caso del pesco assume il valore di –16 ºC, la capacità di sovraraffreddamento della 
pianta, permette a quest’ultima di evitare la formazione di siti di nucleazione 
all’interno del primordio fiorale. Se, sempre in pesco, la temperatura critica di –16 ºC 
viene superata, si ha il congelamento dell’intera gemma, con formazione di cristalli 
di ghiaccio sia a livello intra che extracellulare. Un tale avvenimento non può che 
provocare ovviamente la morte della gemma. 
1.5   Cambiamenti nel metabolismo 
I livelli dei metaboliti e delle attività enzimatiche, cambiano drasticamente 
all’interno della pianta in seguito all’acclimatazione al freddo. La tolleranza alle 
basse temperature, sarebbe inoltre associata all’accumulo di molecole crioprotettive 
che proteggerebbero la cellula durante la fase di congelamento-scongelamento. A tal 
proposito è stato osservato come in seguito all’acclimatazione, la concentrazione 
osmotica della cellula, aumenti a causa dell’accumulo di zuccheri. Queste molecole 
avrebbero lo scopo, oltre che di agire come molecole crioprotettive nei confronti 
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della struttura e delle proteine, di funzionare da riserva energetica, di abbassare il 
punto di congelamento e di alterare le proprietà fisiche delle membrane. 
Altro punto relativo ai cambiamenti indotti dall’acclimatazione, è quello correlato 
alla perdita d’acqua e all’accumulo di amido, proteine e lipidi. E’ evidente come la 
perdita d’acqua comporti una minore formazione di ghiaccio e di conseguenza una 
minore possibilità di danni a carico della cellula. Il contenuto d’acqua all’interno dei 
tessuti infatti, risulta essere inversamente proporzionale alla tolleranza al 
congelamento. Anche i livelli di regolatori di crescita come l’acido abscissico (ABA) 
e le gibberelline variano durante il processo d’acclimatazione. Mentre si assiste ad un 
aumento nel livello dell’acido abscissico (difatti associato alla dormienza o alla 
quiescenza), si osserva una diminuzione nel livello delle gibberelline (associate 
invece alla promozione della crescita). Esiste inoltre una correlazione tra il contenuto 
di proteine solubili e la tolleranza al congelamento: questa risulta infatti associata ad 
un incremento della quantità di mRNA, polisomi e tRNA richiesti per la sintesi 
proteica. Sempre durante il processo d’acclimatazione, si è osservata una relazione 
inversa tra tasso respiratorio e tolleranza al congelamento, e la necessità di luce e 
CO2 per garantire un processo fotosintetico ottimale, e la conseguente produzione di 
zuccheri, proteine ed altri soluti. 
Determinare se questi cambiamenti metabolici siano critici nell’acquisizione della 
tolleranza al freddo, o semplici adattamenti atti a favorire la crescita a basse 
temperature, oppure siano attivati in risposta ad eventuali lesioni, è però molto 
difficile (Levitt 1980). Quello che è certo è come tutti questi mutamenti cooperino 
insieme per permettere alla pianta di superare condizioni climatiche difficili, come le 
basse temperature. 
1.6   Trasduzione del segnale  
La trasduzione del segnale è il mezzo attraverso il quale le cellule elaborano una 
risposta ad uno stimolo; avviene grazie alla presenza di una rete di interazioni tra le 
componenti delle cellule e tra le cellule stesse. Come descritto in precedenza le 
piante sono costantemente sottoposte a innumerevoli stimoli esterni e interni, 
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responsabili di variazioni nel metabolismo, nella crescita e nello sviluppo delle 
cellule (Fig. 1.6). 
 
 
 
Questi stimoli vengono percepiti dalla cellula per mezzo di recettori proteici o 
attraverso cambiamenti del potenziale di membrana; sebbene alcuni siano localizzati 
nel citosol o in altri compartimenti cellulari, la maggior parte dei recettori noti si 
trova sul plasmalemma, come i recettori associati alle proteine G, quelli associati agli 
enzimi o quelli associati a canali ionici, i quali possono anche essere localizzati nelle 
membrane interne della cellula, cioè nel tonoplasto e nella membrana del reticolo 
endoplasmatico. Tra i più importanti bisogna citare il recettore per l’inositolo 1,4,5-
trifosfato (IP3; è un secondo messaggero in quanto viene sintetizzato dalla fosfolipasi 
C una volta attivata da una proteina G): questo recettore è composto da quattro sub-
unità, ognuna delle quali contiene quattro domini che attraversano la membrana; 
quando l’IP3
 
si lega al recettore, i cambiamenti conformazionali che ne derivano 
Figura 1.6. Schema rappresentativo della percezione e della trasduzione 
dei segnali nella cellula (Buchanan et al., 2000). 
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determinano il movimento di due delle sue sub-unità. La distribuzione di cariche 
positive e negative stabilizza la conformazione aperta del canale e permette l’influsso 
di Ca2+
  
 nel citoplasma dal vacuolo e dal reticolo endoplasmatico, ognuno dei quali 
contiene concentrazioni di Ca2+
 
di molti ordini di grandezza maggiori rispetto a 
quelle del citosol. Insieme all’ IP3
 
anche il Ca2+
 
si è dimostrato un importante 
secondo messaggero, che interviene nella trasduzione del segnale originatasi in 
seguito all’esposizione alle basse temperature (Fig. 1.7) (White e Broadley, 2003). 
 
 
  
  
 
1.7   Canali del Ca2+  
Per acclimatarsi una pianta deve percepire un segnale e tradurlo in risposte 
biochimiche; il segnale deve stimolare cambiamenti osservabili del [Ca2+] o del 
flusso di Ca2+
 
attraverso le membrane che a loro volta devono precedere le risposte 
fisiologiche: la trasmissione del segnale del Ca2+
 
dipende dai gradienti chimici  
transmembrana dell’elemento attraverso la membrana plasmatica e le membrane 
intracellulari. Per facilitare i processi di trasmissione dei segnali le cellule 
mantengono concentrazioni citoplasmatiche basali di Ca2+
 
molto basse (da 100 a 200 
nM); il vacuolo ed il reticolo endoplasmatico rugoso costituiscono grandi riserve di 
Ca2+
 
intracellulare (tipicamente circa 1 mM) che possono essere immobilizzate 
Figura 1.7.  Schema rappresentativo dell’importanza del Ca2+ e dell’ IP3  nella trasduzione del 
segnale in seguito all’esposizione a basse temperature.. 
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dall’IP3
 
e da altri segnali prodotti dalla membrana plasmatica, come discusso 
precedentemente (De Nisi e Zocchi, 1996). Nella parete cellulare, dove il Ca2+
 
è 
utilizzato come una molecola strutturale, si stima che la sua concentrazione sia da 0,5 
a 1 mM; anche i mitocondri, i cloroplasti e persino il nucleo possono funzionare da 
riserve di Ca2+. Quando le cellule ricevono i segnali, i canali del Ca2+
 
si aprono 
temporaneamente e la sua concentrazione aumenta rapidamente: questa non può 
essere tollerata a lungo dalla cellula, poiché il Ca2+
 
può interferire con il metabolismo 
competendo con il Mg2+
 
per l’ATP; quindi vengono attivate alcune proteine carrier 
(Ca2+-ATPasi dei vari organelli, l’antiporto di Ca2+/H+
 
del tonoplasto o l’uniporto di 
Ca2+
 
della membrana mitocondriale interna), fornendo ai meccanismi di trasporto il 
controllo della tossicità del Ca2+. Con l’apertura dei canali vengono attivate anche 
numerose proteine di legame al Ca2+, tra cui le protein chinasi Ca2+-dipendenti o la 
calmodulina: si tratta di una piccola proteina altamente conservata, recettore primario 
del calcio nelle cellule sia vegetali sia animali, che può trovarsi nei compartimenti 
citoplasmatici e nucleari e può essere legata alla membrana plasmatica. La molecola 
presenta quattro regioni o anse di legame per il Ca2+
 
e la presenza di due eliche su 
entrambi i lati delle anse dà origine al termine di proteina elica-ansa-elica; in seguito 
al legame con il Ca2+
 
la calmodulina va incontro a un cambiamento sostanziale della 
sua struttura terziaria esponendo una regione molto idrofobica, riconosciuta poi dai 
domini delle proteine bersaglio, che si legheranno e verranno attivate.  
Il Ca2+
 
e la fosforilazione proteica da esso dipendente giocano un ruolo importante 
nella regolazione dell’espressione dei geni cold-responsive e nell’acquisizione della 
tolleranza al gelo (Fig. 1.8) (Tahtiharju et al., 1997; Monroy et al., 1993): è stato 
dimostrato, infatti, che gli shock termici provocano un immediato aumento della 
concentrazione citosolica di Ca2+
 
nelle piante di Arabidopsis resistenti alle basse 
temperature e ciò farebbe supporre che i flussi di Ca2+
 
siano coinvolti 
nell’acclimatazione (Knight et al., 1996). Altri studi hanno invece dimostrato che 
attraverso trattamenti con inibitori della calmodulina e con bloccanti dei canali del 
calcio (EGTA) si verificano nella cellula dei cambiamenti nello stato di 
fosforilazione di alcune proteine. 
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1.8   La trasduzione del segnale durante il processo d’acclimatazione 
L’acclimatazione alle basse temperature coinvolge la sintesi di nuovi peptidi che, 
attraverso la loro attività enzimatica o le loro proprietà strutturali, conferiscono ai 
tessuti la tolleranza al congelamento. Nel 1970 Weiser propose che l’acclimatazione 
richieda l’attivazione trascrizionale di un pool di geni normalmente non espressi 
nelle cellule in condizioni non acclimatanti: secondo la sua teoria le basse 
temperature ed il fotoperiodo corto sono i responsabili dell’attivazione di una cascata 
di segnali che comporta delle modifiche nella trascrizione genica con conseguenti 
alterazioni delle attività enzimatiche e sintesi di proteine crioprotettive per 
permettere la sopravvivenza della pianta. 
In effetti una grande quantità di geni sovra-regolati da trattamenti di acclimatazione 
sono stati recentemente isolati in specie sia monocotiledoni che dicotiledoni. Gli 
studi molecolari hanno confermato che l’acclimatazione al congelamento è un 
processo complesso e, sebbene in alcune specie siano stati identificati geni con un 
effetto maggiore, solitamente la tolleranza alle basse temperature è un fenomeno 
multigenico. La reazione agli stress termici è diversa a seconda delle famiglie 
multigeniche: la temperatura alla quale i geni sono sovraespressi e quella 
responsabile della massima risposta variano, infatti, tra le specie, anche se la risposta 
tende gradualmente a crescere con l’abbassarsi delle temperature.  
Nell’espressione di questi geni sono coinvolti controlli sia trascrizionali che post-
trascrizionali; nel frumento lo sviluppo della tolleranza al congelamento è stato 
associato con l’espressione di specifici geni regolata a livello trascrizionale: Danyluk 
e Sarhan, infatti, hanno notato durante l’esposizione alle basse temperature la 
presenza di particolari mRNA indotti ed espressi ad alti livelli nelle cultivar tolleranti 
il congelamento ma non in quelle sensibili; con l’innalzamento delle temperature, il 
livello di espressione di tali mRNA ritorna a valori normali, mostrando una 
correlazione positiva con la capacità dei vari genotipi di sviluppare la tolleranza al 
congelamento (Danyluk e Sarhan, 1990).  
Anche in Arabidopsis è stata individuata una regolazione trascrizionale di specifici 
geni coinvolti nell’acclimatazione: Thomashow e colleghi hanno isolato quattro geni 
cor i cui livelli di mRNA sono incrementati vertiginosamente durante le prime 4 ore 
di trattamento a 5°C; i livelli rimangono alti per l’intera durata del periodo di 
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acclimatazione per cominciare a decrescere al momento dell’innalzamento della 
temperatura (Thomashow et al., 1990).  
1.9   Geni “cor”  
I geni cor (cold-regulated), anche conosciuti con i nomi lti (low temperature-
induced), kin (cold-inducible), rd (responsive to desiccation) e erd (early 
dehydration-inducible), appartengono a quattro famiglie geniche, ognuna delle quali 
è composta da due geni che sono fisicamente associati nel genoma, avendo una 
disposizione a tandem; almeno un gene di ogni coppia è indotto in risposta alle basse 
temperature o altre condizioni associate a deficit idrici, come la siccità e alta salinità, 
oltre che dall’ABA. Questi geni sono differenzialmente regolati; un esempio è 
rappresentato da cor15a e cor15b: sono due geni omologhi, aventi l’82% di sequenze 
nucleotidiche uguali; il livello dei loro trascritti aumenta in risposta alle basse 
temperature e in seguito alla somministrazione di ABA esogeno, ma solo quello di 
cor 15a si accumula in risposta alla siccità. La vicinanza di questi geni nel genoma, 
la loro organizzazione a tandem e la quasi totale omologia nelle sequenze 
nucleotidiche fanno presupporre che tutti questi geni si siano originati da un evento 
di duplicazione.  
Il gene cor 15a codifica una piccola proteina idrofilica di 15 kDa, codificata nel 
nucleo e indirizzata al cloroplasto; una volta importata nel cloroplasto viene 
processata per formare la proteina matura cor 15am, un polipeptide di 9,4 kDa. 
Protoplasti ottenuti da piante transgeniche non acclimatate di Arabidopsis, esprimenti 
costitutivamente il gene cor 15a, mostrano una maggiore tolleranza al congelamento 
sia in vivo che in vitro (Artus et al., 1996). I ricercatori hanno proposto che cor 15a 
sia responsabile della stabilizzazione delle membrane andando a diminuire la loro 
propensione a formare lipidi in fase esagonale II in seguito al congelamento 
(Steponkus et al., 1993): è stato dimostrato infatti che a temperature comprese tra – 
4,5 e – 7 0 °C l’espressione di tale gene comporta un calo dell’incidenza della 
transizione dalla fase lamellare a quella esagonale II che avviene nelle regioni dove 
la membrana plasmatica entra in contatto con il cloroplasto a causa della 
disidratazione indotta dal gelo (Steponkus et al., 1998). L’inizio della transizione 
sembra essere determinato dalla membrana che ha la più forte propensione a formare 
  
                                                                                                                                    INTRODUZIONE 
 22 
la fase esagonale II: tra la membrana plasmatica e il cloroplasto l’“anello debole” è 
rappresentato proprio da quest’ultimo. Per spiegare il fenomeno relativo alla 
diminuzione del cambiamento tra una fase e l’altra si è ipotizzato che cor 15am alteri 
la curvatura intrinseca della membrana del cloroplasto: cor 15am presenta, infatti, 
delle regioni formanti α-eliche anfipatiche che stabilizzano le membrane contro la 
disidratazione associata al congelamento.  
Il gene cor 15a presenta un promotore che viene indotto dal freddo: la regione 5’ tra i 
nucleotidi -305 e +78 (in relazione all’inizio della trascrizione) contiene, infatti, uno 
o più elementi agenti in cis responsabili dell’espressione del gene regolata dalla 
temperatura (Baker et al., 1994). Questo promotore, che è debolmente attivo nella 
maggior parte dei tessuti e degli organi delle piante cresciute a temperature normali, 
viene fortemente attivato in risposta alle basse temperature, all’ABA e alla siccità. 
1.10   Elemento di regolazione DRE/CRT e attivatore trascrizionale 
CBF1  
Molti dei geni regolati dal freddo contengono l’elemento DRE (drought responsive 
element)/CRT (C-repeat), cioè un frammento di DNA presente nei promotori dei 
geni cor e presumibilmente anche in quelli di geni cold-regulated non ancora 
identificati. DRE/CRT è un elemento di regolazione agente in cis di 9bp 
(TACCGACAT) che stimola la trascrizione in risposta alle basse temperature e alla 
carenza idrica; a tale elemento si lega l’attivatore trascrizionale CBF1 (C-repeat 
binding factor; è anche detto DREBP, cioè DRE binding protein): questo contiene un 
segnale di localizzazione nucleare (NLS), una regione acida (che potenzialmente 
serve come dominio di attivazione) ed un dominio di legame al DNA di 60 
amminoacidi che è stato trovato in altri fattori trascrizionali delle piante, come 
APETALA2, AINTEGUMENTA e TINY.  
Numerosi studi hanno dimostrato l’appartenenza di CBF1 ad una famiglia genica 
codificante tre attivatori trascrizionali strettamente correlati: CBF1, CBF2 e CBF3 
(anche chiamati rispettivamente DREB1B, DREB1C e DREB1A) sono fisicamente 
associati in ripetizione sullo stesso cromosoma (Gilmour et al., 1998). Il livello dei 
trascritti dei tre geni tende ad aumentare notevolmente nell’arco dei primi 15 minuti 
dopo l’esposizione delle piante alle basse temperature, mentre i trascritti dei geni cor 
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si cominciano ad accumulare dopo circa due ore: Gilmour e colleghi hanno quindi 
proposto che l’espressione dei geni cor possa coinvolgere una cascata del segnale 
nella quale l’espressione del gene cbf rappresenta uno degli step iniziali; comunque 
l’induzione di CBF1 coinvolge a sua volta un attivatore definito ICE1 (inducer of 
CBF expression 1), che presumibilmente riconosce un elemento regolatore, l’“ICE 
Box”, presente nei promotori di ogni gene cbf. ICE1 solitamente è già presente nelle 
cellule alle normali temperature di crescita in uno stato inattivo, poiché è sequestrato 
nel citoplasma da una proteina regolatrice (HOS1) o poiché presenta una forma non 
in grado di legare il DNA o non in grado di attivare effettivamente la trascrizione; 
l’esposizione della pianta alle basse temperature implica una modificazione di ICE1, 
che può quindi indurre l’espressione del gene cbf.  
Il gene cbf1 è stato clonato e la sua espressione costitutiva in Arabidopsis ha dato 
come risultato un aumento dell’abbondanza di tutti i trascritti dei geni cor in piante 
non acclimatate, che hanno poi mostrato un aumento della tolleranza al 
congelamento. La sovraespressione di cbf1 ha aumentato la tolleranza alle basse 
temperature più di quanto non facesse la sovraespressione del solo cor 15a (Jaglo-
Ottosen et al., 1998): da qui si deduce che CBF1 sia un importante regolatore 
dell’acclimatazione alle basse temperature, controllando il livello di espressione dei 
geni cor che, a loro volta, promuovono la tolleranza al congelamento. L’induzione 
del regulone DRE/CRT comporta dunque una più facile sopravvivenza della pianta 
se esposta alle basse temperature ma anche un incremento della tolleranza alla siccità 
(Liu et al., 1998; Benedict C. et al., 2006). Tali risultati indicano ancor di più il 
coinvolgimento di geni regolati dal freddo nello sviluppo della tolleranza alle basse 
temperature ed aprono la via a ulteriori ricerche riguardanti la sovraespressione di 
fattori trascrizionali al fine di proteggere dal congelamento le piante coltivate 
(Chinnusamy et al., 2007). 
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1.11   Proteomica 
Con il termine proteoma s’intende l’insieme di tutti i possibili prodotti proteici 
espressi in una cellula, comprese tutte le isoforme e le modificazioni post-
traduzionali. Il proteoma ha la caratteristica di essere dinamico nel tempo, poiché 
varia in risposta a fattori esterni ed al genoma, e di differire sostanzialmente tra i 
diversi tipi cellulari di uno stesso organismo. E’ abbastanza intuitivo come il termine 
proteomica sia stato coniato in analogia al termine genomica, campo rispetto al quale 
la proteomica rappresenta il passo metabolicamente successivo. In modo particolare 
questa materia pone l’attenzione sullo studio della struttura, della funzione e 
dell’espressione delle proteine nei vari organismi. 
Figura 1.8. Illustrazione schematica della cascata di segnali che vengono attivati in condizioni di 
stress da freddo, in A. thaliana. CBF, attivatore trascrizionale; DRE/CRT, elemento di regolazione; 
HOS1, proteina regolatrice; ICE1, attivatore di CBF1; MYBRS-MYCRS, fattori di trascrizione; 
ABRE, ABA responsive element; MYB15, upstream negative regulator of CBFs; HOS9-HOS10, 
reguloni; P, fosforilazione. (Chinnusamy et al., 2007). 
  
                                                                                                                                    INTRODUZIONE 
 25 
L’induzione nelle cellule dell’espressione dei geni, in seguito alle interazioni 
dell’organismo con l’ambiente infatti, si concretizza con la sintesi di proteine. Lo 
schema di risposta della cellula nei confronti di questi interazioni è infatti così 
rappresentata: stimolo → DNA → mRNA → proteine. L’mRNA trascritto a partire 
dal DNA, viene tradotto in proteine, le quali si esprimono in maniera diversa e in 
tempi diversi a seconda delle condizioni ambientali, dello stato fisiologico e della 
fase fenologica della pianta o degli organi in esame. La proteomica interviene in 
questo stadio, ovvero quando bisogna determinare quali, quante ed in che tempi le 
proteine si esprimono in relazione ad un determinato stimolo. Questa scienza 
rappresenta pertanto il passo investigativo successivo, ma non sostitutivo, della 
genomica. La proteomica cerca infatti di focalizzare la ricerca sulle funzioni 
genomiche e sui sistemi biologici, integrando anche conoscenze derivanti da altre 
discipline, per permettere una migliore comprensione dei processi biologici. Con il 
miglioramento delle tecniche e delle strumentazioni inoltre, questa scienza negli 
ultimi anni, si è ritagliata un ruolo di primo piano nell’ambito dello studio delle 
proteine e della biologia molecolare. E’ oggi possibile, infatti, rilevare quantità di 
proteine dell’ordine di picogrammi e di separare quantità di proteine dell’ordine di 
milligrammi. Questa disciplina non fa riferimento ad un’unica tecnica di rilevazione, 
ma si avvale di un insieme di tecniche correlate tra loro per comprendere il prodotto 
finale: la proteina. Tra queste metodologie di ricerca, un ruolo di primo piano è 
ricoperto dall’elettroforesi bidimensionale (2-DE), tecnica che permette la 
separazione delle proteine attraverso l’impiego di un campo elettrico (O’Farrell, 
1975; Gorg et al., 2000; Rabilloud 2002). Tale metodo consente di ottenere un 
pattern proteico fissato su gel, ovvero un’istantanea dell’espressione proteica di un 
determinato tessuto, di un determinato organismo, al momento dell’analisi. Dal gel è 
poi possibile prelevare fisicamente gli spot d’interesse (col termine spot s’intende il 
risultato visivo dell’espressione di una determinata proteina sul gel), procedere con 
una purificazione, e determinare l’identità della proteina. Per l’identificazione della 
proteina si ricorre alla spettrometria di massa, una tecnica investigativa, che in 
seguito alla comparazione dei dati ottenuti, in banca dati, permette il riconoscimento 
delle proteine (Schweppe et al., 2003; Granvogl et al., 2007). 
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Una delle caratteristiche che spesso contraddistingue gli studi proteomici, è la grande 
mole di dati da analizzare. In questo senso, negli ultimi anni, un notevole passo 
avanti nello studio dei risultati, è stato fatto in seguito alla sempre più crescente 
possibilità d’indagine mediante software ed analisi computazionali. La sempre 
maggiore diffusione di internet inoltre, ha permesso la creazione e la condivisione di 
banche dati, a cui i ricercatori di tutto il mondo possono accedere, per confrontare e 
divulgare le loro conoscenze. 
    
 
 
1.12   Spettrometria di massa 
La spettrometria di massa è una tecnica analitica di delucidazione strutturale basata 
sulla ionizzazione di una molecola e sulla sua successiva frammentazione in ioni di 
diverso rapporto massa/carica (m/z); a differenza delle tecniche spettroscopiche, 
però, questo è un metodo d’analisi distruttivo poiché la molecola non rimane intatta, 
e soprattutto non si basa sull’interazione tra radiazioni e materia.  
Figura 1.9. Procedure sperimentali dell’approccio proteomico 
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Il principio su cui si basa consiste nella ionizzazione di una molecola per espulsione 
di un elettrone; il catione radicalico che si forma (ione molecolare) in parte si 
frammenta dando molecole e/o radicali neutri (che lo strumento non rileva), in parte 
genera cationi. I vari ioni che si originano per frammentazione vengono discriminati 
sulla base del loro rapporto massa/carica e rivelati da un detector: si ottiene così lo 
spettro di massa, diagramma che riporta l’abbondanza relativa degli ioni in funzione 
del loro rapporto m/z, tipico di ogni composto, in quanto direttamente correlato alla 
sua struttura chimica ed alle condizioni di ionizzazione cui è stato sottoposto.  
Il campione viene ionizzato in un’apposita camera di ionizzazione, in cui il fascio di 
elettroni viene prodotto da una sorgente ionica che varia a seconda della tecnica 
utilizzata (impatto elettronico, ionizzazione chimica o electrospray). In genere gli 
elettroni sono emessi da un filamento caldo di tungsteno o renio e passano attraverso 
un condotto che crea il raggio, nella parte centrale della camera che contiene il 
campione gassoso.  
La frazione di elettroni che non urta contro le molecole è raccolta da una trappola per 
gli elettroni. Le molecole che non sono ionizzate, sono allontanate mentre quelle 
ionizzate sono accelerate e convogliate verso l’analizzatore: questo consente di 
differenziare gli ioni generati in base al loro rapporto m/z. I più comuni sono 
l’analizzatore magnetico, quello a doppia focalizzazione, quello a quadruplo e infine 
quello a tempo di volo (TOF): il principio su cui si basa quest’ultimo analizzatore è 
che ioni di differente valore massa/carica hanno uguale energia ma differente 
velocità dopo l’accelerazione subita nella camera di ionizzazione; ne deriva che il 
tempo che ciascuno mette per attraversare l’analizzatore è differente.  
Come collettore e rivelatore degli ioni si usa comunemente un moltiplicatore 
elettronico, costituito da una serie di elettrodi in cascata: quando uno ione arriva sul 
primo elettrodo questo emette un fascio di elettroni che vanno a colpire il secondo 
elettrodo, il quale a sua volta emette una quantità maggiore di elettroni e così via: il 
risultato è una forte amplificazione del segnale, che viene poi digitalizzato ed 
elaborato dal calcolatore dello spettrometro per la presentazione dello spettro di 
massa; l’uso dei calcolatori permette inoltre di combinare rapidamente la gestione dei 
parametri dello strumento con la ricerca bibliografica in librerie di spettri in formato 
elettronico, in modo da automatizzare l’identificazione.  
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1.13   Arabidopsis thaliana 
Arabidopsis thaliana è una piccola pianta infestante annuale, ampiamente diffusa e 
appartenente alla famiglia delle Brassicaceae. Nativa dell’Europa e dell’Asia 
Centrale (Koornneef et al., 2004), cresce in quasi tutto l’emisfero boreale, dall’Artico 
all’Equatore. Tollera infatti le basse temperature,  e può crescere e svilupparsi anche 
a 4-5 ºC (Scheneider et al., 1995). Scoperta in Germania sulle montagne Harz da 
Johannes Thal nel XVI secolo, e nominata originariamente Pilosella siliquosa, deve 
il suo nome al suo scopritore (Meyerowitz 2001). Questa specie vegetale è una 
comune erbacea dicotiledone priva di alcuna importanza agronomica e commerciale, 
che però negli ultimi anni è divenuta la pianta modello della ricerca sperimentale nei 
campi della genetica e della fisiologia vegetale molecolare (Meyerowitz & 
Somerville, 1994; Meinke et al., 1998). I motivi che hanno portato ad essere questa 
pianta un organismo modello possono essere così riassunti: 
• tutto il suo genoma è stato sequenziato(115-125 milioni di basi con circa 26000 
geni); 
• attraverso analisi RFLP (Nam et al., 1989; Chang et al., 1988) su tutti i suoi 5 
cromosomi sono state costruite mappe fisiche e genetiche; 
• il suo ciclo vitale, dalla germinazione alla maturazione dei semi, è breve (circa 6 
settimane); 
• produce molti semi, 
• è facilmente allevabile anche in ambienti ristretti grazie alle sue dimensioni (35-
50 cm); 
• permette una facile trasformazione con Agrobacterium tumefaciens (Chang et 
al., 1994; Bechtold et al., 1993); 
• sono conosciute un largo numero di linee mutanti, importanti per molti studi 
genetici (Koornneef et al., 2004). 
Alcune di queste caratteristiche, come le dimensioni contenute, il tempo di crescita 
veloce e il genoma ridotto, rendono Arabidopsis facilmente gestibile nell’analisi 
genetica; inoltre esiste una notevole somiglianza di molti suoi geni con geni di specie 
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distanti dal punto di vista filogenetico, quali la colza da olio, il grano o il riso. La 
scoperta della locazione e della funzione di tutti i geni di Arabidopsis permette 
quindi di studiare efficacemente i geni che controllano gli stessi processi in piante 
d’interesse agrario più complesse (Szekeres et al., 1996; Schaller and Bleecker, 
1995; Chang et al., 1993). 
 
 
 
 
1.14   Studi proteomici in A. thaliana 
Durante l’ultimo decennio, un importante passo in avanti è stato fatto nel campo 
della ricerca proteomica su Arabidopsis thaliana. Molti gruppi di ricerca infatti, 
attraverso gli strumenti d’indagine che tale materia mette a disposizione, hanno 
attentamente analizzato il proteoma di questa pianta modello a livello di organi, 
tessuti, organelli e di intera pianta (The Journal of American Science, 2006; 2(2):50-
57). Tecniche di elettroforesi bidimensionale ad esempio, sono state usate per 
Figura 1.10. Arabidopsis thaliana 
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studiare i cambiamenti nel proteoma di piante di Arabidopsis thaliana sottoposte a 
stress da freddo e da congelamento (Amme et al., 2006). 
Mentre studi sui profili genomici e sui trascritti hanno fornito informazioni sul 
processo di acclimatazione, pochi studi hanno unito le analisi proteomiche con le 
analisi quantitative di trascritto. In particolare, per quello che riguarda la capacità 
delle piante di tollerare gli stress da congelamento, è stato osservato come gli 
approcci genetici necessitino di integrare analisi qualitative e quantitative a diversi 
livelli. Dal canto loro, le analisi condotte sugli spot proteici nelle indagini 
proteomiche, offrono la possibilità di studiare le modificazioni post-traduzionali, ma 
possono anche non rappresentare la totalità delle isoforme proteiche. Per evitare 
questi inconvenienti, la proteomica, oltre che a fare affidamento su una buona 
focalizzazione ed estrazione, offre la possibilità d’integrare i dati sull’espressione 
genica con cambiamenti a livello biochimico. Con il miglioramento ed una sempre 
maggiore applicazione delle tecniche d’analisi proteomiche inoltre, si è assistito ad 
una sempre crescente catalogazione e quantificazione di interi proteomi, oltre che ad 
un aumento nell’accuratezza dei profili degli RNA e dei metaboliti di molti 
organismi. Di particolare interesse, risulta difatto l’utilizzo dei dati proteomici per 
accrescere le informazioni sui genomi e sulle modificazioni post-traduzionali delle 
proteine. Studi recenti in lievito infatti, hanno dimostrato come il livello di trascritto 
e delle corrispettive proteine non sia strettamente associato (Gygi et al., 1999; Ideker 
et al., 2001). Le proteine infatti, possono subire modificazioni post-traduzionali 
come fosforilazione, glucosilazione, ubiquitinilazione etc. (Mann & Jensen, 2001; 
Schweppe et al., 2003; Canovas et al., 2004). Queste modificazioni, hanno un ruolo 
cruciale nella regolazione delle funzioni della proteina. Detto ciò, risulta pertanto 
chiaro come le potenzialità della proteomica possano essere ulteriormente 
incrementate se accompagnate da approcci di tipo genetico. Una combinazione di 
microarray e di analisi proteomiche ad esempio, parrebbe proprio indicata in quei 
casi dove la regolazione genica è controllata a livello della trascrizione, della 
traduzione o dell’accumulo di proteine. 
I passi in avanti che le indagini proteomiche hanno mosso nello studio 
dell’espressione proteica in Arabidopsis thaliana e in altre specie, sono 
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incoraggianti, e stanno divenendo un campo di reale impatto nell’analisi della 
biologia delle piante. 
Come accennato in precedenza, le analisi proteomiche dei tessuti in risposta a stress 
abiotici (es. stress da congelamento), se confrontate con gli studi effettuati sui 
trascritti, risultano ad oggi ancora poco diffuse, soprattutto per quello che riguarda 
l’identificazione delle proteine mediante spettrometria di massa (Canovas et al., 
2004). Oggi però sappiamo che la risposta della pianta allo stress da congelamento è 
di natura multigenica, che si hanno variazioni nella quantità e nella regolazione delle 
proteine mediante modificazioni post-traduzionali, e che avvengono cambiamenti 
nella localizzazione cellulare (Vincent et al., 2007).  
Lo studio e l’analisi dei sistemi viventi, oltre che a consentire una maggiore 
comprensione della biologia di quest’ultimi, può  permettere di sfruttare le nuove 
conoscenze nel campo degli incroci tra specie (o generi) per il miglioramento 
genetico, nel potenziamento delle produzioni agricole, e nella conservazione della 
biodiversità. Anche se siamo ancora lontani dall’essere in grado di capire molti 
cambiamenti osservati negli adattamenti fisiologici e nelle variazioni del fenotipo 
delle piante, studi metabolici, proteomici e trascrittomici dei sistemi biologici, 
potrebbero permettere una migliore comprensione delle risposte delle piante agli 
stress abiotici e l’identificazione di geni ed alleli d’interesse per la selezione di piante 
ad alta produttività anche in condizioni ambientali sfavorevoli (Vincent et al., 2007). 
I progressi fatti nello studio della biologia delle piante, associati ad approcci 
produttivi ecocompatibili e sostenibili, potrebbero permettere inoltre di affrontare 
problemi di carattere globale come denutrizione, esaurimento delle riserve 
energetiche e disponibilità d’acqua (Borevitz & Nordborg, 2003), tutte questioni che 
aleggiano sempre più sul futuro dell’umanità. 
1.15   Scopo del lavoro 
Il fine del presente lavoro è stato quello di studiare, mediante un approccio di tipo 
proteomico, le risposte indotte a livello proteico dallo stress da congelamento, in 
piante di Arabidopsis thaliana. Studi proteomici basati su elettroforesi 
bidimensionali, sono stati pertanto effettuati al fine di valutare tali risposte. Per la 
  
                                                                                                                                    INTRODUZIONE 
 32 
successiva identificazione degli spot proteici, si è ricorsi all’impiego di uno 
spettrometro di massa MALDI-TOF Bruker Daltonics bilex IV. 
Arabidopsis thaliana è stata scelta in virtù dell’importanza che ricopre negli studi di 
biologia molecolare in quanto “pianta modello”, e per la sua capacità di resistenza 
alle basse temperature. Il lavoro, più che sulla capacità d’acclimatazione, ovvero 
l’attitudine che questa specie ha di sopravvivere per brevi o lunghi periodi anche a 
basse temperature (ma non di congelamento), si è concentrato sulla sua capacità di 
resistenza a temperature al di sotto degli 0 ºC. Cambiamenti nell’espressione delle 
proteine, dopo trattamenti a – 10 ºC, sono stati esaminati attraverso analisi 
comparative dei pattern proteici di piante di A. thaliana acclimatate e non-
acclimatate. I confronti fra i pattern proteici sono stati effettuati anche su piante 
acclimatate e non-acclimate, rimesse a condizioni ambientali naturali dopo lo stress. 
Lo scopo di quest’ultimo tipo di indagine, è stato quello di rilevare la presenza di 
modificazioni nell’espressione proteica, in seguito al ripristino delle condizioni 
ambientali iniziali. 
 
Le basse temperature sono uno dei più importanti fattori che limitano la crescita, lo 
sviluppo e la distribuzione delle piante. In molte specie coltivate, tali condizioni, si 
ripercuotono negativamente sulle produzioni e sulla qualità del prodotto, causando 
ingenti danni. Lo studio e la comprensione dei meccanismi e degli adattamenti 
evolutivi che certe specie vegetali hanno messo in atto per difendersi da determinati 
stress ambientali, diventa pertanto fondamentale per il miglioramento di specie 
d’interesse agrario soggette a questo tipo di stress. Tutto ciò appare ancora più 
evidente se si pensa alle ultime probabilistiche stime sul cambiamento climatico 
globale. Secondo queste valutazioni infatti, le produzioni alimentari mondiali, nel 
corso del XXI secolo, potrebbero subire un brusco sconvolgimento a causa 
dell’abbassamento delle temperature anche in zone della terra oggi temperate (Parry 
et al., 2003).  
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2.1   Materiale vegetale e condizioni di crescita
 
Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia 0, è stata seminata in vasetti contenenti terriccio 
e perlite nel rapporto 3:1 ed è stata fatta crescere in una cella alla temperatura di 23°C e 
ad un fotoperiodo di 15 ore di luce e 9 di buio; i vasetti, sono stati disposti su ripiani 
distanti circa 40 cm dalla sorgente luminosa, in modo che l’intensità della luce fosse ~ 70 
µmol m-2 s-1. 
Metà delle piante in esame, è stata state fatta crescere in queste condizioni per 20 giorni 
(piante non-acclimatate), l’altra metà è stata invece, allo scadere del 13 giorno di crescita 
a 23 ºC, è stata sottoposta all’acclimatazione in una camera fredda a 4°C, con fotoperiodo 
e intensità luminosa invariati (piante acclimatate). 
2.2   Trattamenti di congelamento 
Al termine di questa fase, le piante (acclimatate e non-acclimatate) sono state sistemate 
all’interno di un congelatore precedentemente settato a 0 °C (anche in questo caso si sono 
mantenuti invariati il fotoperiodo e l’intensità luminosa), la cui temperatura scendeva con 
un gradiente di 1 ºC ogni 30 minuti. Una volta raggiunti i –10 ºC, le piante sono state 
lasciate a queste condizioni per 12 ore. 
Sulla base dei risultati ottenuti dalle prove precedentemente effettuate nel  nostro 
laboratorio, le piante 20d sono risultate le più resistenti allo stress da congelamento. Per 
questo motivo, si è quindi deciso d’impiegare piante di questa età, nelle prove di 
congelamento senza precedente acclimatazione 
Una volta terminato il trattamento di congelamento, le piante sono state recuperate dal 
freezer, e sistemate nella loro precedente collocazione, ovvero sui ripiani della cella 
climatica per. 
Le tesi esaminate sono state pertanto: 
• piante cresciute per 20 giorni in cella climatica (20d C); 
• piante cresciute per 13 giorni in cella climatica, e per 7 giorni in camera fredda (20d 
acclimatate o 4 ºC); 
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• piante cresciute per 20 giorni in cella climatica, trattate a –10 ºC e rimesse a crescere 
in cella climatica per 24 ore (20d non-acclimatate più regrowth o NA+R); 
• piante cresciute per 13 giorni in cella climatica, acclimatate sette giorni in camera 
fredda, trattate a –10 ºC e rimesse a crescere in cella climatica per 24 ore (20d 
acclimatate più regrowth o A+R). 
 
Trascorse 24 ore dal termine di ogni trattamento (Fig. 2.1), le foglie delle piante 
sopravvissute, sono state collezionate e immediatamente polverizzate in azoto liquido. 
Quest’operazione,viene effettuata per bloccare la degradazione proteica, che si manifesta 
in seguito allo stress causato dal prelievo delle foglie. Dai campioni macinati, è stata poi 
effettuata l’estrazione delle proteine, primo step dell’elettroforesi bidimensionale. 
 
                                 Figura 2.1. Materiale vegetale prima e dopo i trattamenti. 
 
2.3   Elettroforesi bidimensionale 
L’elettroforesi bidimensionale, o 2D-PAGE (O’Farrell, 1975), è una tecnica caratterizzata 
da un’ottima risoluzione e da un’alta sensibilità che permette la separazione di centinaia e 
persino migliaia di proteine alla volta, in base al loro punto isoelettrico (prima 
dimensione) e al loro peso molecolare (seconda dimensione): grazie a questi due 
parametri è possibile ottenere una distribuzione uniforme di spot relativi alle varie 
proteine. 
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2.3.1   Estrazione delle proteine 
La procedura di estrazione delle proteine cellulari totali si articola nelle seguenti fasi: 
 
1   -   Solubilizzazione delle proteine nel buffer di estrazione 
A 100 mg di ogni campione, precedentemente sfarinati ed omogeneizzati in azoto 
liquido, sono stati aggiunti 400 µl di soluzione estraente, composta dai seguenti reagenti: 
• Urea   8 M 
• CHAPS   2% (w/v) 
• DTT   20 mM 
• Acqua distillata 
 
L’urea solubilizza e denatura le proteine; il  CHAPS è il detergente di cui sopra: è una 
molecola tensioattiva dalle elevate proprietà solubilizzanti, particolarmente efficace nel 
disaggregare le proteine idrofobiche, minimizzandone la riaggregazione; il ditiotritolo 
(DTT) è l’agente riducente che taglia i ponti disolfuro tra gli amminoacidi e permette 
quindi la completa denaturazione delle proteine. 
Il campione, così trattato, è stato centrifugato a 10.000 g per 10 minuti per poi recuperare 
il surnatante, sottoposto successivamente ad un secondo passaggio di estrazione identico 
al primo, al fine di incrementare l’efficienza del processo. Il volume totale di surnatante 
estratto con i due passaggi è stato riunito in un’unica provetta. 
 
2   -   Precipitazione delle proteine 
Il reagente che provoca la precipitazione delle proteine è l’acido tricloroacetico (TCA): 
esso è impiegato in soluzione acquosa alla concentrazione del 13% (v/v), equivalente 
all’aggiunta di 29,9 µl di TCA 100% ogni 200 µl di campione estratto. Dopo l’aggiunta 
del precipitante, le provette sono state agitate per permettere l’adeguata miscelazione 
delle due fasi liquide; il campione è stato mantenuto per 5 minuti a −20°C per poi essere 
trasferito a 4°C per 30 minuti o più e infine centrifugato a 4°C e 15.000 rpm per 15 
minuti. 
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3   -   Lavaggio e risospensione in un buffer compatibile per IEF 
(isoelettrofocalizzazione) 
Scartato il surnatante, si è risciacquato il precipitato in 600 µl di acetone freddo e si è 
centrifugato nuovamente nelle stesse condizioni riportate sopra. Al termine, l’acetone è 
stato eliminato ed il precipitato lasciato asciugare per qualche minuto; il pellet proteico è 
stato quindi disciolto in 200 µl di soluzione estraente, agitando vigorosamente il 
campione per permettere una solubilizzazione completa. Attraverso il metodo BIO-RAD 
sono state infine quantificate le proteine estratte. 
 
2.3.2   Quantificazione delle proteine 
Le proteine sono state quantificate utilizzando il metodo BioRad. Questa analisi è una 
modificazione del metodo Bradford (Bradford, 1976): si basa sull’azione del  CBBG 
(Comassie Brilliant Blue G-250, contenuto nel cosiddetto “reagente di Bradford”, cioè 
una soluzione di etanolo, acido fosforico ed acqua già pronta per l’uso) come colorante 
specifico per le proteine. Il CBBG si lega specificatamente ai residui di triptofano, 
tirosina, istidina e fenilalanina ma agisce soprattutto con i residui di arginina: questo 
colorante è in grado di legarsi ai residui amminoacidici in una forma anionica (complesso 
con le proteine) con assorbanza massima a 595 nm; nella soluzione madre si trova invece 
in forma cationica che presenta un massimo di assorbanza a 470 nm. La colorazione vira 
dal rosso al blu e si può determinare la colorazione ottenuta mediante analisi 
spettrofotometrica a lunghezza d’onda tra 465 e 595 nm.  
La soluzione BIO-RAD, invece di essere utilizzata pura, può essere diluita con acqua 
distillata (1 : 4): tale soluzione diluita rappresenta la soluzione “colorante” che verrà 
utilizzata da ora in poi nel corso dell’analisi. 
Per la quantificazione delle proteine è stato necessario disporre di una curva di taratura 
ottenuta versando in sei eppendorf aliquote crescenti di BSA (albumina di siero bovino) e 
portando ad un volume uguale con acqua (secondo la tabella 2.1), quindi si è aggiunto 1 
ml di colorante in ognuna di esse. 
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                                   Tabella 2.1: aliquote di BSA ed acqua utilizzate per la 
creazione della curva di taratura. 
 
A seconda dei µl di BSA usati si è ottenuta una gamma di colori dal rosso (0 µl) al blu 
(20 µl): attraverso le letture allo spettrofotometro (595 nm) degli standard è stata creata la 
curva di taratura. 
Successivamente sono stati versati in ogni eppendorf 1 ml di colorante e 10 µl dei vari 
campioni estratti; le provette sono state agitate sul vortex e lasciate incubare per 5 minuti, 
al termine dei quali si è proceduto alla lettura spettrofotometrica che ha permesso di 
ottenere l’assorbanza dei campioni e, per confronto con i valori ottenuti dalla curva di 
taratura, la concentrazione e la quantificazione del loro contenuto proteico. 
2.3.3   Prima dimensione (IEF) 
La prima fase delle elettroforesi bidimensionali prevede l’isoelettrofocalizzazione (IEF), 
cioè la separazione delle proteine in base al loro punto isoelettrico pI: le proteine sono 
molecole che presentano regioni cariche positivamente (gruppi amminici) ed altre 
negativamente (gruppi carbossilici); il punto isoelettrico è quel valore di pH per il quale 
la carica netta (data dalla somma di tutte le cariche positive e negative) è pari a zero, 
quindi la proteina non mostra alcuna tendenza a migrare verso l’anodo o il catodo. 
 
Ad un volume di estratto proteico pari a 15 µg di proteine (precedentemente ottenuto per 
ogni campione) sono stati aggiunti 4 µl di IPG buffer (atto alla reidratazione di gel di 
BSA Acqua 
0 µl 100 µl 
2,5 µl 97,5 µl 
5 µl 95 µl 
10 µl 90 µl 
15 µl 85 µl 
20 µl 80 µl 
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immobiline, vedi sotto), tracce di blu di bromofenolo e la soluzione di estrazione (vedi 
composizione sopra) per arrivare ad un volume totale di 200 µl. 
La soluzione ottenuta è stata usata per imbibire le “IPG (immobilized pH-gradient) 
Strips” della Amersham Pharmacia Biotech, cioè strisce di plastica di varia lunghezza che 
funzionano da supporto per il gel di poliacrilammide e che permettono una maggiore o 
minore separazione proteica a seconda del loro range di pH, originato dalla presenza delle 
immobiline. Nel seguente lavoro, per poter discriminare le proteine nel migliore dei 
modi, sono state impiegate solo strips di 18 cm di lunghezza per i range di pH 3-10, 3-
5.6, 4-7 e 6-11. Avvenuto il caricamento dei campioni (over-night), le strisce sono state 
sistemate sul Multiphor II, l’apparecchio per elettroforesi orizzontali. I parametri della 
corsa, svoltasi alla temperatura controllata di 20°C, sono riportati nella Tabella 2.2. 
 
Step Corrente Potenza Voltaggio Tempo Kw/h 
1 2 mA 5 W 150 V 1 h 0,15 
2 2 mA 5 W 300 V 1 h 0,3 
3 2 mA 5 W 3500 V 1 h  30’ 2,9 
4 2 mA 5 W 3500 V 2 h  30’ 9 
 
Tabella 2.2: condizioni di corsa della prima dimensione (valori relativi a strisce di 11 cm, 
pH 3-10). 
 
Terminato l’ultimo passaggio della IEF ogni striscia è stata sottoposta a trattamenti di 
denaturazione ed equilibrazione, attraverso due passaggi consecutivi di condizionamento 
che prevedono l’immersione delle strisce in due diverse soluzioni (10 minuti in ognuna): 
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Soluzione A 
 
Soluzione B 
• TRIS HCl  0,5 M  pH 6,8             2 ml 
• Urea 7,2 g 
• Glicerolo 6 ml 
• SDS 0,2 g 
• Iodacetammide (IAA) 900 mg  
• BPB pochi granuli 
• Acqua distillata 6,7 ml 
 
 Preparazione dei  gel di poliacrilammide  
I campioni caricati sulle strisce IPG condizionate sono stati fatti correre su un gel di 
poliacrilammide al 10%, di dimensioni 20 x 20 x 0,15cm, la cui composizione è di 
seguito riportata: 
 
• Acrilammide/Bis-acrilammide 30% 10 ml 
• Tris HCl pH 6,8 7,5 ml 
• Glicerolo 80% 4 ml 
• Acqua distillata  8 ml 
• SDS 10% 300 µl 
• APS 10% 300 µl 
• Temed 30 µl 
• Blu di bromofenolo 500 µl 
 
• TRIS HCl  0,5 M   pH 6,8                             2 ml 
• Urea     7,2 g 
• Glicerolo               6 ml 
• SDS                       0,2 g 
• DTT                      100 mg 
• Acqua distillata         6,7 ml 
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APS (persolfato d’ammonio) e Temed (N,N,N',N'-tetrametil-1,2- diamminoetano) sono i 
due catalizzatori che avviano e velocizzano la polimerizzazione del gel. 
2.3.4   Seconda dimensione (SDS-PAGE) 
Le strips vengono appoggiate sul gel sopra menzionato, e sottoposte a SDS PAGE 
utilizzando l’apparato BioRad Protean II XL (20x20 cm). 
La SDS-PAGE è un metodo elettroforetico che permette di separare le proteine a seconda 
del loro peso molecolare. La tecnica è basata sull’utilizzo di un gel di poliacrilammide 
contenente sodio dodecil solfato (SDS), detergente anionico che denatura le proteine 
distruggendo le strutture secondarie e terziarie, legandosi intorno ai polipeptidi 
approssimativamente in un rapporto di 1,4 g di SDS per 1 g di proteina. Questo legame 
maschera la carica delle proteine stesse, formando un complesso anionico con una 
determinata carica negativa per unità di massa: in questo modo è possibile separare le 
proteine esclusivamente a seconda del loro peso molecolare (esiste infatti una relazione 
lineare tra il Log del loro peso molecolare e la distanza percorsa sul gel).   
Il tampone è rappresentato dal TRIS HCl, che viene utilizzato per mantenere costante il 
pH delle IPG strips in un range appropriato per l’elettroforesi; l’urea ed il glicerolo 
riducono gli effetti dell’elettroendosmosi incrementando la viscosità del buffer: 
l’elettroendosmosi è dovuta alla presenza di cariche fisse sulle strisce IPG nel campo 
elettrico e può interferire con il trasferimento delle proteine dalle strisce al gel della 
seconda dimensione. L’SDS, denatura le proteine e ne maschera la carica intrinseca 
apportando un eccesso di carica negativa, affinché la separazione elettroforetica si svolga 
in base al solo peso molecolare dei polipeptidi. I prodotti che differenziano una soluzione 
dall’altra sono il DTT e l’IAA: il ditiotritolo preserva lo stato completamente ridotto delle 
proteine denaturate rompendo i ponti disolfuro; la iodoacetammide quindi alchila i gruppi 
tioli derivanti dalla rottura dei ponti disolfuro, impedendo la loro riossidazione durante 
l’elettroforesi. 
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Step Corrente Potenza Voltaggio Tempo 
1 20 mA 30 W 600 V 30’ 
2 50 mA 30 W 600 V 5’ 
3 50 mA 30 W 600 V 1 h 10’ 
            
                 Tabella 2.3: condizioni di corsa della seconda dimensione. 
 
 
2.4   Colorazione del gel 
La colorazione del gel è stata effettuata seguendo due protocolli diversi, il Silver Staining 
e il Comassie Staining, qui di seguito descritti. 
2.4.1   Protocollo Silver Staining 
Questa colorazione prevede l’utilizzo del kit PlusOne della Amersham Biosciences: tale 
protocollo rappresenta il metodo più sensibile per la colorazione delle proteine in gel di 
poliacrilammide; tuttavia l’elevata sensibilità comporta la suscettibilità a numerose 
interferenze derivanti dai più svariati fattori (qualità dei reagenti, pulizia, calcolo del 
tempo delle varie fasi). In particolare, il metodo Silver Staining, è circa 10 volte più 
sensibile del metodo Comassie Blue Staining, 50 ng di proteine purificate infatti, danno 
generalmente spot molto nitidi. Il protocollo prevede che il gel (dopo essere stato fissato) 
venga impregnato di ioni argento i quali si legano alle proteine (silver reaction); 
attraverso il trattamento con la formaldeide gli ioni vengono ridotti in argento metallico, 
che assume una colorazione brunastra e permette la visualizzazione delle proteine stesse 
(developing). Il protocollo è costituito dai passaggi riportati nella Tabella 2.4. 
Step Reagenti Durata 
Fixing 40% metanolo, 10% acido acetico 30 min 
Wash Acqua distillata 1 x 10 min 
Sensitizing 2% soluzione di glutardialdeide, 30 min 
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0.5M sodio acetato 
Wash Acqua distillata 8 x 15 min 
Silver 8g/l nitrato d’argento in 0.25% 
ammoniaca, 5% idrossido di sodio 
(1M) 
30 min 
Wash Acqua distillata 2 x 5 min 
Development 0.1% formaldeide (37%), 0.025% 
acido citrico (2.3 M) 
Fino a che non appaiono gli 
spot 
Wash Acqua distillata 1 x 20 sec 
Stop 5% acido acetico 10 min 
Wash Acqua distillata 3 x 10 min 
Tabella 2.4: passaggi del protocollo Silver Staining. L’asterisco indica i prodotti che 
devono essere aggiunti solo qualche istante prima dell’inizio dello step. 
2.4.2   Protocollo Comassie Staining 
Al termine della corsa il gel è stato colorato tramite Comassie Staining: tale metodo è 
meno sensibile ma più rapido rispetto al Silver Staining. La differenza principale tra i due 
protocolli è che mentre nel Silver le proteine risultano visibili grazie alla loro 
colorazione, nel Comassie vengono visualizzate grazie alla decolorazione del 
background. I passaggi di questo protocollo sono riportati nella Tabella 2.5. 
Step Reagenti Durata 
Fixing 50% metanolo, 10% acido acetico 30 min 
Staining 75% Soluzione Concentrata di 
Brilliant Blue G-Colloidal, 25% 
metanolo 
1-2 hs 
Destaining 10% acido acetico, 25%  metanolo 1 x 60 sec 
Destaining 25%  metanolo Fino a 24 h 
Stop 50% metanolo, 12% acido acetico 10 min 
Tabella 2.5: passaggi del protocollo Comassie Staining; il terzo step viene effettuato più 
volte finché il gel non è decolorato. 
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2.4.3   Protocollo Vorum’s Staining 
Una colorazione Silver Staining compatibile con l’analisi spettrometrica dei nostri 
campioni (metodo Vorum), è stata ottenuta seguendo le procedure descritte da Mortz 
(Mortz et al., 2001). Per prima cosa, ogni 2D gel è stato immerso in una soluzione 
fissante per 30 minuti, lavato successivamente tre volte in etanolo per 20 minuti, ed infine 
sensitized in sodio tiosolfato allo 0,02% per 2 minuti. Dopo aver effettuato tre risciacqui 
con acqua per 15 minuti, i 2D gel vengono colorati per trenta minuti in una soluzione di 
nitrato d’argento. Una volta che la soluzione di nitrato d’argento, viene eliminata, i gel 
subiscono 2 lavaggi con acqua per 5 minuti. A questo punto il passaggio successivo, è 
quello relativo alla decolorazione dei gel mediante soluzione decolorante, step che 
permette di fissare sul gel solo le proteine (spot). Eliminata la soluzione decolorante, il 
processo viene stoppato per mezzo di un lavaggio di 10 minuti, in una soluzione 
costituita al 50% da metanolo e al 12% da acido acetico. L’ultimo passaggio, prevede tre 
lavaggi in acqua di 10 minuti ciascuno. Giunti a questo punto, il gel deve essere 
conservato a 4 ºC fin tanto non verrà analizzato.  
Questo protocollo è stato impiegato nella colorazione dei soli gel a pH basico (gel pH 6-
11), in seguito all’osservazione della mancanza di risultati chiari ed attendibili del 
protocollo Comassie Staining in questo range di pH. 
 
Step Reagenti Durata 
Fixing 50% metanolo, 12% acido acetico, 
0.05% formalina 
30 min 
Wash 35% etanolo 1 x 20 min 
Sensitizing 0.02%  tiosolfato di sodio 2 min 
Wash Acqua distillata 3 x 15 min 
Silver 0.2% nitrato d’argento in 0.076% 
formalina 
30 min 
Wash Acqua distillata 2 x 5 min 
Development 6% disodio carbonato, 0.05% 
formalina, 0.0004% tiosolfato di 
Fino a che non appaiono gli 
spot 
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sodio 
Wash Acqua distillata 1 x 20 sec 
Stop 50% metanolo, 12% acido acetic 10 min 
Wash Acqua distillata 3 x 10 min 
 
2.5   Analisi computazionali dei gel 
Al termine della colorazione è stata effettuata una scansione dei gel per acquisirne 
l’immagine in formato elettronico e per poter procedere, così, all’analisi informatica degli 
spot proteici. I gel  digitalizzati sono stati analizzati e confrontati fra loro con il 
programma informatico PDQuest (BioRad), che è in grado di identificare il punto 
isoelettrico e il peso molecolare di ogni spot (potenziale proteina) rilevato. Questo 
software si basa sull’analisi preliminare di un “master gel”, in cui sono visualizzati tutti 
gli spots presenti nei gel in analisi, ma “ripuliti” da ogni imperfezione, che viene preso 
come riferimento per individuare, su ogni gel, il numero di spots presenti e il numero di 
spots corrispondenti tra il master e il gel in analisi. 
Il software elabora l’immagine di ogni gel generando dapprima una immagine filtrata per 
ridurre o eliminare il background e, dopo aver identificato gli spot significativi, crea una 
immagine Gaussiana. Ogni spot presente sull’immagine Gaussiana è il risultato di una 
curva teorica ottenuta dall’elaborazione di una formula matematica strettamente correlata 
all’intensità dello stesso spot su gel. Gel appartenenti a repliche dello stesso campione 
vengono sottoposti a Matchset: l’immagine Gaussiana di ogni gel viene utilizzata dal 
computer per l’identificazione di spot uguali in gel differenti e per la comparazione delle 
intensità degli stessi spot. 
2.6   Identificazione delle proteine 
Una volta individuati, gli spot proteici differenzialmente espressi sono stati analizzati 
tramite spettometria di massa utilizzando lo spettrometro di massa MALDI-TOF Bruker 
Daltonics biflex IV, un analizzatore in grado di distinguere le differenze nel tempo di 
transito di ioni di massa differente attraverso un dato spazio: gli ioni più leggeri hanno 
una velocità maggiore rispetto agli ioni più pesanti e raggiungono il detector più 
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rapidamente. Tramite questa analisi è possibile sia l’identificazione di sostanze 
sconosciute sia la determinazione delle abbondanze relative dei vari isotopi di un 
elemento. 
2.6.1   Digestione in-gel con tripsina 
Dopo aver ritagliato e trasferito gli spot di interesse in un tubo da microcentrifuga, le 
particelle di gel sono state lavate con 150 µl di acqua per 5 minuti, quindi si è 
centrifugato per poter rimuovere il liquido. Successivamente si è proceduto con la 
riduzione e l’alchilazione dei pezzetti di gel aggiungendo 200 µl di acetonitrile (fino a 
che i pezzetti di gel si sono ristretti: il restringimento con il solvente organico è 
necessario per il fissaggio delle proteine al gel); le particelle di gel sono state seccate in 
centrifuga sotto vuoto (2-5 minuti) per poi farle dilatare in 50 µl di ditiotreitolo 10 
mM/AMBIC 0,05 M (bicarbonato di ammonio). Avvenuta la dilatazione dei pezzetti di 
gel, le proteine sono state ridotte con un’incubazione per 30 minuti a 56°C, quindi con 
una centrifugazione è stato rimosso il liquido in eccesso. I pezzetti di gel sono stati 
ristretti per una seconda volta con acetonitrile, successivamente rimpiazzata con 50 µl di 
una soluzione iodoacetammide 55 mM/AMBIC 0,05 M. Dopo aver incubato le proteine 
per 20 minuti al buio, si è rimossa la soluzione di iodoacetammide e si sono lavati i 
pezzetti di gel con 150-200 µl di AMBIC 0,05 M per 15 minuti; rimossa anche questa 
soluzione, le particelle sono state nuovamente ristrette con acetonitrile per poi essere 
seccate sotto vuoto. 
Le particelle di gel precedentemente seccate sono state reidratate a 4 °C per 30-45 minuti 
nel tampone di digestione, costituito da AMBIC 0,05 M, 12.5 ng/µl di tripsina e CaCl2 5 
mM (Ca2+ inibisce l’autolisi della tripsina). Dopo aver rimosso il liquido si sono aggiunti 
5-25 µl dello stesso tampone senza la tripsina in modo da coprire i pezzetti di gel e tenerli 
bagnati durante il taglio enzimatico; i campioni sono stati lasciati nell’incubatore a 37°C 
con agitazione per una notte. 
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2.6.2   Analisi MALDI 
Dopo aver centrifugato i campioni, si è recuperata una piccola aliquota del surnatante (1-
2 µl) per l’analisi con lo spettrometro: la goccia è stata posizionata sul piatto MALDI, 
quindi sopra è stata aggiunta una goccia di matrice (prima dell’inizio dell’analisi occorre 
aspettare che i campioni cristallizzino). 
 
L’identificazione delle proteine allo spettrometro di massa, è stata eseguita in 
collaborazione con la Dott.ssa Francesca Fanucchi, presso il Dipartimento di Biologia 
delle Piante Agrarie-Sezione di Fisiologia Vegetale di Via Mariscoglio 34 Pisa, 
utilizzando lo strumento MALDI-TOF Bruker Daltonics biflex IV. 
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3.1   Analisi dei 2-DE gel 
Al fine di determinare le proteine differenzialmente espresse in risposta allo stress da 
congelamento, i pattern dei 2-DE gel della tesi controllo e delle tesi sottoposte a 
trattamento, sono stati confrontati tra loro. 
Le analisi elettroforetiche preliminari, hanno visto l’impiego di pattern proteici compresi 
in un range di pH che andava da 3 a 10 (NON LINEAR-18 cm), effettuate sia con il 
protocollo silver staining che con il protocollo comassie staining. 
A titolo d’esempio, in Fig. 3.1, viene riportata un’immagine rappresentativa di un gel 
colorato secondo protocollo silver staining, con un range di pH 3-10NL (18 cm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Immagine rappresentativa delle proteine cellulari solubili in un range di pH 3-10NL, di piante 
di 20 giorni (20d C) di Arabidopsis thaliana. L’espressione delle proteine sul gel è stata ottenuta mediante 
metodologia 2-DE e protocollo silver staining. Il peso molecolare (Mw) in kDa, e il punto isoelettrico (pI), 
sono indicati rispettivamente a destra e sulla sommità dell’immagine. 
 
Anche se sappiamo che l’indagine elettroforetica mediante l’impiego di quest’ultimo tipo 
di colorante, è più sensibile rispetto ad altre tecniche, tale metodologia risulta però non 
compatibile con le successive analisi d’identificazione proteica mediante spettrometria di 
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massa. Per tale motivo nel presente lavoro, per i gel con range di pH 3-5,6NL e 4-7L, è 
stato deciso d’impiegare il protocollo comassie staining, un metodo meno sensibile ma 
compatibile con le analisi spettrometriche mediante MALDI-TOF. Poiché il metodo di 
colorazione comassie staining è risultato inadeguato nei gel di pH 6-11NL, si è deciso di 
adottare per quest’ultimiil protocollo Vorum, un silver staining compatibile con l’analisi 
spettrometrica successiva dei nostri campioni. 
Per ottenere pattern proteici affidabili e riproducibili, si è ricorsi ad un approccio di tipo 
zoom-in. Il range di pH 3-10 in strisce di 18 cm, è stato perciò ripartito su tre differenti 
range di pH, sempre distribuiti sui 18 cm di lunghezza delle strips di prima dimensione 
(Fig. 3.2). In questo modo, si è osservata una maggiore risoluzione degli spot 
elettroforetici, a vantaggio della nitidezza e della definizione dei gel (Fig.3.3). In 
particolare, i 2-DE gel presi in esame, sono stati: 
• gel pH 3-5,6NL (18 cm) (comassie staining) 
• gel pH 4-7L (18 cm) (comassie staining) 
• gel pH 6-11NL (18 cm) (Vorum’s staining) 
Per essere certi inoltre della rappresentatività di tutti i pattern proteici, sono state eseguite 
tre repliche dei gel 2-DE in ogni range di pH, e di ogni tesi presa in esame. Nel dettaglio, 
il numero di spot rilevati nelle diverse repliche, è riportato nella tabella sottostante. 
pH gel range Number of spots 
3 -10 NL 506 +/- 22 
3 - 5.6 NL 482 +/- 18 
4 – 7L  962 +/- 58 
6 – 11NL 596 +/- 55 
 
Anche se nuovi spot rilevati nei gel con un range di pH più ristretto, erano probabilmente 
già presenti nei gel di pH 3-10, quest’ultimi risultavano troppo “affollati” per  permettere 
la localizzazione di nuove proteine, tanto più se quest’ultime erano presenti a bassi livelli. 
La somma degli spot rilevati nei gel con range di pH più ristretto, senza considerare gli 
spot ripetuti in più di un gel, è risultata di 1210 +/- 25 spot. A conferma di quanto asserito 
prima invece, la somma degli spot rilevati nei gel con il range di pH 3-10, si attesta 
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intorno ai 500 spot ( 506 +/-22 spot). Questi dati, mostrano pertanto un incremento nel 
numero di spot rilevati, del 139%. 
La qualità e l’affidabilità dei nostri risultati, è stata confermata dal confronto degli spot 
proteici da noi rilevati, con quelli presenti sullo SWISS 2-DE gel di Arabidopsis thaliana 
presente in banca dati (http://www.expasy.org/swiss-2dpage). 
Come descritto anche nella sezione Materiali e Metodi del presente lavoro, 
l’identificazione delle proteine differenzialmente espresse nel controllo e nelle tesi 
trattate, è stata eseguita tramite l’impiego del software PDQuest versione 7.1 della 
BioRad. Grazie a questo approccio, è stato possibile rilevare: 
• 8 e 6 spot proteici differenzialmente espressi, rispettivamente nella tesi non-
acclimatata più regrowth (NA+R) e nella tesi acclimatata più regrowth (A+R). 
Questi, hanno infatti mostrato un incremento nella loro espressione, da 1.2 fino a 3 
ordini di grandezza superiore, rispetto agli spot corrispondenti della tesi controllo 
(20d C); 
• 5 spot nella tesi NA+R e 7 spot nella tesi A+R, che hanno mostrato un decremento 
della loro espressione, da 1.3 fino a 2.8 ordini di grandezza inferiore, se paragonati 
alle rispettive proteine della tesi controllo; 
• 10 e 2 spot nella tesi acclimatata (4 ºC), con un incremento e un decremento 
nell’espressione, di rispettivamente 1.2-4 ordini di grandezza superiore e 1.6-1.8 
ordini di grandezza inferiore, rispetto al controllo. 
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Figura 3.2. Sono osservabili incrementi nella separazione e nella risoluzione delle proteine, in seguito 
all’impiego di gel ad un minor range di pH. La colorazione delle proteine solubili cellulari totali di A. 
thaliana, è stata ottenuta con protocollo comassie staining (gel pH3-10, 3-5.6, e 4-7) e Vorum’s silver (gel 
pH 6-11). Figura 3.3. Esempi di spot maggiormente spaziati e più definiti, in gel a range di pH più 
ristretto, rispetto ai rispettivi spot nel gel pH 3-10. 
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3.2   Identificazione degli spot mediante spettrometria di massa 
Tutti gli spot marcati nei 2-DE gel delle figure 3.4-3.7, sono stati prelevati, sottoposti ad 
una digestione triptica, e analizzati allo spettrometro di massa, come precedentemente 
descritto nella sezione Materiali e Metodi del presente lavoro. 
Un totale di 105 spot, è stato analizzato, e fra questi, 83 sono stati identificati con 
successo e sono risultati corrispondenti a 46 diverse proteine. In particolare, 26 spot che 
hanno mostrato cambiamenti nell’espressione proteica fra le tesi, sono stati identificati e 
sono risultati appartenere a 21 differenti proteine (Tab. 3.2). Nella tabella 2, vengono 
inoltre riportati i risultati dei livelli di trascritto, relativo ad ogni proteina, per le tesi 4 ºC 
e controllo (questi dati derivano da indagini effettuate mediante microarray e disponibili 
sul sito https://www.genevestigator.ethz.ch). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Proteine analizzate mediante 2D-PAGE, in gel con range di pH 3-10, ottenuti con protocollo 
comassie staining. Dei 24 spot marcati, 22 sono stati identificati mediante spettrometria di massa. Fra 
queste proteine , sembra che nessuna subisca cambiamenti nel livello di quantità, dopo acclimatazione e 
trattamento di congelamento. L’identità delle proteine differenzialmente espresse, e i dati derivanti 
dall’analisi spettrometrica, sono riportati nella tabella 3.1. 
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Figura 3.5. Proteine analizzate mediante 2D-PAGE, in gel con range di pH 3-5.6, ottenuti con protocollo 
comassie staining. Dei 46 spot marcati, 36 sono stati identificati mediante spettrometria di massa. 
L’identità delle proteine differenzialmente espresse, e i dati derivanti dall’analisi spettrometrica, sono 
riportati nella tabella 3.1. Nelle tesi trattate, 23 proteine mostrano cambiamenti nei livelli di quantità, e 
sono evidenziate di giallo (ulteriori dati relativi a queste proteine sono riportati in tabella 3.2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6. Proteine analizzate mediante 2D-PAGE, in gel con range di pH 4-7, ottenuti con protocollo 
comassie staining. Dei 63 spot marcati, 48 sono stati identificati mediante spettrometria di massa. 
L’identità delle proteine differenzialmente espresse, e i dati derivanti dall’analisi spettrometrica, sono 
riportati nella tabella 3.1. Le proteine che mostrano cambiamenti nei livelli di quantità, sono evidenziate di 
giallo (ulteriori dati relativi a queste proteine sono riportati in tabella 3.2).  
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Figura 3.7. Proteine analizzate mediante 2D-PAGE, in gel con range di pH 6-11, ottenuti con protocollo 
Vorum’s silver. Tutti gli 11 spot marcati, sono stati identificati mediante spettrometria di massa. L’identità 
delle proteine differenzialmente espresse, e i dati derivanti dall’analisi spettrometrica, sono riportati nella 
tabella 3.1. Tre spot hanno mostrato cambiamenti nei livelli di quantità, e sono evidenziati di giallo 
(ulteriori dati relativi a queste proteine sono riportati in tabella 3.2).  
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Tabella 3.2. Spot differenzialmente espressi in piante controllo e trattate. Nella tabella vengono riportati: il 
nome dello spot e la sua localizzazione sul gel, numero d’accesso sul database UniProtKB/Swiss-Prot, 
nome della proteina e relativo codice AGI (Arabidopsis Genome Initiative code; www.arabidopsis.org), e 
le differenze nel livello di espressione delle varie proteine, nelle diverse tesi prese in esame. (⇑) maggiore 
livello d’espressione (da 1.2 a 4 ordini di grandezza); (⇓) minore livello d’espressione (da 1.3 a 2.8 ordini 
di grandezza); (A) assente; (x) livello d’espressione paragonabile al controllo; rapporto nei livelli di 
trascritto fra la tesi 4 ºC e la tesi controllo (trascript level ratio 4 ºC/control), derivanti da tre differenti 
lavori riportati sul database di Gene Investigator (http://www.genevestigator.ethz.ch). 
 
Spot number and 
localisation Accession Function 20d C 4 gradi
Trascript level ratio 
(4ºC/Control)
NA+R A+R
S2 pH 3-5.6 P10896 
Ribulose 
bisphosphate 
carboxylase/oxygena
se activase 
(PRECURSOR)
x x 0.79 and 1.05 and 0.79 ⇓ ⇓
8 e 31 pH 3-5.6 P10896 
Ribulose 
bisphosphate 
carboxylase/oxygena
se activase 
(Fragment)
x x x ⇓
S7 pH 4-7 O03042 LARGE CHAIN 
RuBisCO, PROTEIN
x ⇑ 2.13 and 3.7 and 2.38 ⇑ ⇑
35 pH 3-5.6 O03042
LARGE CHAIN 
RuBisCO, 
FRAGMENT
x ⇓ A x
L5 pH 4-7 P23321
Oxygen-evolving 
enhancer protein 1-1, 
(OEE1), PROTEIN
x ⇑ 1.01 and 0.72 and 0.91 ⇑ ⇑
S8 pH 3-5.6 Q42029
Oxygen-evolving 
enhancer protein 2-1, 
(OEE2), PROTEIN
x x 0.97 and  0.63 and 0.82 ⇓ x
6 pH 3-5.6 Q9LR75
Coproporphyrinogen 
III oxidase. 
PROTEIN
x x 0.6 and 0.99 and 0.85 ⇓ ⇓
27bis pH 3-5.6 e 4-7 Q9XEX2 Peroxiredoxin-2B, PRECURSOR x ⇑ 0.59 and 1.52 and 1.02 ⇑ ⇑
22 pH 3-5.6 Q9FHJ2
DRL34, Probable 
disease resistance 
protein, 
FRAGMENT
x ⇑ su EFP -0.54 ⇑ ⇑
7 pH 3-5.6 e 4-7 Q03250
Glycine-rich RNA-
binding protein 7, 
PROTEIN
x ⇑ 1.94 and 0.95 and 2.17 A A
Modulation 
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Spot number and 
localisation Accession Function 20d C 4 gradi
Trascript level ratio 
(4ºC/Control)
NA+R A+R
93 pH 6-11 P82621
Uncharacterized 
protein SCRL2. 
PRECURSOR
x ⇑ ⇑ ⇑
34 pH 3-5.6 Q3E9B8
Probable white-
brown complex 
homolog protein 24. 
FRAGMENT
A ⇓ 0.9 and 1 and 3.52 A x
30 pH 3-5.6 Q9GCB9
Mitochondrial 
ribosomal protein 
S2. PROTEIN
A ⇑ 0.89 and 1.64 and 1.32 ⇑ x
28
 ph 3-5.6 O04157 Ras-related protein Rab7. PROTEIN A ⇑ 1.11 and 0.82 and 1.48 ⇑ x
23 pH 3-5.6 O04157 Ras-related protein Rab7. FRAGMENT ⇓ ⇑ x x
40 pH 3-5.6 O04157 Ras-related protein Rab7. PRECURSOR x x x ⇓
36
 pH 3-5.6 O04157 Ras-related protein Rab7. PRECURSOR x x A x
99
 pH 6-11 P28186 Ras-related protein ARA-3. PROTEIN x x 1 and 1.75 and 1.11 x ⇑
N pH 3-5.6 Q43349
ROC2,  29 kDa 
ribonucleoprotein. 
PRECURSOR or 
PROTEIN
⇓ x 1 and 1.15 and 1.59 x x
32
 pH 3-5.6 O80934
Uncharacterized 
protein At2g37660, 
PROTEIN
x x 0.65 and 0.87 and 0.84 ⇓ ⇓
29 pH 3-5.6 Q9MAB3
Probable nucleolar 
protein NOP5-2 , 
FRAGMENT 
x x 1.31 and 2.33 and 2.6 x ⇓
37-38-39
 pH 3-5.6 Q9ZUU4
ROC1, Putative 
ribonucleoprotein 
At2g37220. 
PROTEIN
x ⇑ 0.8 and 0.98 and 1.15 ⇑ ⇓
M pH 3-5.6 Q94C16
EDL18, Sugar 
transporter ERD6-
like18. PROTEIN
x x 0.83 and 0.34 and 0.42 ⇓ x
Modulation 
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4.1   Analisi proteomiche 
L’approccio di tipo proteomico del seguente lavoro, sulle risposte indotte a livello 
proteico dallo stress da congelamento, ha previsto l’identificazione, mediante 
spettrometro di massa, delle proteine differenzialmente espresse tra le tesi prese in esame. 
I risultati hanno messo in luce cambiamenti nell’espressione delle proteine totali solubili, 
in tutte le tesi prese analizzate: piante acclimatate (4 ºC Accl), piante acclimatate e poi 
congelate (A+R), piante non-acclimatate e poi congelate (NA+R). 
L’identificazione delle proteine, è stata effettuata attraverso l’impiego di una tecnica 
spettrometrica potente ed affidabile come la MALDI-TOF MS, e con l’analisi delle 
sequenze proteiche ottenute, in database (MASCOT PEPTIDE MASS 
FINGERPRINTING; http://www.matrixscience.com). L’affidabilità dei pattern proteici 
visualizzati sui nostri gel, è stata confermata dal confronto di quest’ultimi con un gel 
virtuale di proteine fogliari di A. thaliana, presente in banca dati (SWISS 2-DE gel 
Database - http://www.expasy.org/swiss-2-dpage). 
L’enorme numero d’informazioni sull’analisi dei proteomi infatti, è oggigiorno 
convogliata in enormi banche dati grazie allo sforzo effettuato da alcune organizzazioni 
scientifiche, e alla crescente diffusione di internet. Oggi, i ricercatori di tutto il mondo 
possono pertanto accedere velocemente a queste informazioni, e confrontare e 
condividere le loro scoperte e conoscenze.  
Oltre al più noto SWISS 2-DE gel Database, nel caso specifico di A. thaliana, è possibile 
visualizzare le immagini dei 2-DE gel di otto differenti tessuti, tra cui stelo, foglia, radice, 
seme e infiorescenza (Database GABI 2-DE - 
http://gabi.rzpd.de/projects/Arabidopsis_Proteomics ), mentre immagini di 2-DE gel 
specificatamente riferite al seme, sono disponibili sul SEED-PROTEOME Database 
(http://www.seed-proteome.com). 
Per quello che riguarda il presente lavoro, anche se in passato sono state effettuate 
indagini di tipo proteomico su ecotipi e mutanti di A. thaliana, e su piante di questa 
specie sottoposte a stress biotici ed abiotici (alte concentrazioni di ormoni o di elementi 
come il cadmio e il potassio per esempio), ricerche relative a cambiamenti del proteoma 
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in seguito alle condizioni di stress da noi prese in considerazione, non sono prima ad ora 
mai state effettuate. 
 
Nel corso dell’indagine proteomica, 105 spot d’interesse derivanti dalle diverse tesi, sono 
stati analizzati, e fra questi, 83 sono stati identificati con successo e sono risultati relativi 
a 46 differenti proteine. Dei suddetti 83 spot identificati inoltre: 
• 33 mostravano corrispondenza con le proteine annotate sugli SWISS 2-DE gel di A. 
thaliana presenti in banca dati: 
• 10 non mostravano corrispondenza con le proteine annotate sugli SWISS 2-DE gel 
di A. thaliana presenti in banca dati (il punto isoelettrico risultava differente; è 
possibile una modificazione post-traduzionale delle proteine); 
• 40 proteine non risultavano ancora annotate sui gel in banca dati. 
Detto ciò, è pertanto ragionevole affermare come le caratteristiche della nostra mappa 
2D, possano essere paragonabili alla mappa relativa al database SWISS PROT, nella 
quale vengono riportati 79 spot identificati corrispondenti a 57 differenti proteine. 
Nel presente lavoro, è stata focalizzata l’attenzione sulle proteine differenzialmente 
regolate (up-regulated, down-regulated, espresse e non espresse), in piante trattate 
confrontate con il controllo (Tab. 3.2, Fig. 4.1). 
 
 
  
                                                                                                                                                 DISCUSSIONE 
 
 65
 
Figura 4.1. Dettaglio di un gel pH 4-7 che mostra un incremento nell’intensità degli spot 31 e 83 (proteina 
ROC1) nelle tesi 4 ºC e A+R, e un decremento nella tesi NA+R, in confronto al controllo (20dC). Non si 
assiste a significativi cambiamenti nell’intensità degli altri spot.  
 
Gli spot proteici che hanno mostrato cambiamenti nell’espressione, sono risultati 26, 
corrispondenti a 18 differenti proteine.
 
Fra queste 18 proteine, solo 7 (39%) erano 
presenti nel database proteico (ROC1; la proteina non caratterizzata At2g37660; 
Perossiredossina IIB; OEE2; OEE1; Rubisco Attivasi; Ribulosio Bisfosfato Carbossilasi 
a lunga catena). Le altre proteine risultavano essere solo precedentemente descritte a 
livello: o di cDNA (n=9, 50%; Drl34; Rab7; ARA-3; ROC2; RNA-binding protein 7 
ricca in Glicina; EDL18-ERD6-like 18; Coproporfirinogeno ossidasi III; NOP5-2; 
Proteina Ribosomale Mitocondriale S2), o di omologia di sequenza genomica (n=2, 11%; 
Proteina non caratterizzata SCRL2; WB24) (Fig. 4.2). 
 
 
                 
             
                  Figura 4.2. Descrizione delle proteine identificate differenzialmente espresse 
Proteine identificate differenzialmente espresse 
Riscontro a livello proteico (7/18) 
Riscontro a livello di trascritti (9/18) 
Riscontro a livello di omologia di sequenza genomica (2/18) 
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Le proteine differenzialmente espresse sono state ulteriormente classificate e suddivise 
sulla base della loro funzione (Fig. 4.3). In particolare, sono state messe in relazione: alla 
fotosintesi (Ribulosio Bisfosfato Carbossilasi a lunga catena e Rubisco Attivasi, OEE1 e 
OEE2); alla biogenesi della clorofilla (Coproporfirinogeno ossidasi III); ad enzimi 
antiossidanti (Perossiredossina IIB); ai trasportatori di zuccheri (EDL18-ERD6-like 18); 
all’epimerasi (proteina non caratterizzata At2g37660); alla trasduzione del segnale 
durante lo stress (Drl34, Rab7, ARA-3, GRP-7, WBC-24 e proteina non caratterizzata 
At2g37660); alla sintesi proteica (NOP5-2 e Proteina Ribosomale Mitocondriale S2). A 
queste è stata inoltre aggiunta la proteina ROC2, la cui funzione è sconosciuta. 
 
 
 
                                                          
Figura 4.3. Classificazione sulla base della funzione 
 
Dal grafico in Fig. 4.3 si evince come tra le proteine differenzialmente espresse da noi 
identificate, quelle correlate alla fotosintesi e all’apparato fotosintetico siano le più 
numerose (32%+16%+6%=54%). Alla luce di ciò, il presente lavoro si è concentrato 
soprattutto sullo studio e sull’analisi di tali proteine. 
 
  
Classificazione delle proteine in base alla loro funzione 
Trasduzione del segnale durante lo stress 
Fotosintesi 
Fotosistema II 
Biogenesi delle clorofille 
Enzimi antiossidanti 
Trasportatori di zuccheri 
Epimerasi 
Sintesi proteica 
Funzione sconosciuta 
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4.2   Identificazione delle proteine e loro rilevanza biologica 
4.2.1   Apparato fotosintetico 
• Ribulosio bisfosfato carbossilasi-ossigenasi a lunga catena e ribulosio bisfosfato 
carbossilasi-ossigenasi attivasi 
Il metabolismo fotosintetico del carbonio, avviene per mezzo della ribulosio 
bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (Rubisco), che combinando CO2 con ribulosio 
1,5-bisfosfato (RuBP), porta alla formazione di due molecole di acido 
fosfoglicerico. Nelle piante, la concentrazione della Rubisco, l’enzima carbossilante 
del Ciclo di Calvin appunto, è generalmente alta, rappresentando, nel caso ad 
esempio delle foglie, il 50% o più delle proteine totali. L’architettura di questo 
enzima è costituita da 8 sub-unità grandi e da otto sub-unità piccole, che si 
arrangiano a formare 4 dimeri. Speciali proteine, modulano il piegamento della 
struttura di questo enzima, e portano alla formazione della Rubisco L8S8 in un 
processo che usa ATP. Queste proteine, chiamate ciaperonine, hanno la 
caratteristica di modificare le interazioni non-covalenti di proteine bersaglio, 
portando l’enzima verso la conformazione attiva. I cambiamenti nell’attività della 
Rubisco, avvengono in seguito alla carbamilazione di un residuo di lisina, e al 
legame di una molecola di Mg2+ nel sito attivo dell’enzima (Fig. 4). 
Affinché si abbia una buona efficienza dell’attività fotosintetica, è necessaria 
l’attività di un’altra proteina: la Rubisco Attivasi (Portis 1992; Salvucci 1996). 
Questo enzima, è una proteina cloroplastica nucleare codificata, che è necessaria 
per l’attivazione della Rubisco indotta dalla luce. L’Attivasi, interagisce fisicamente 
con la Rubisco catalizzando l’idrolisi dell’ATP, e facilitando il rilascio del ribulosio 
1,5-bisfosfato e di altri zuccheri strettamente legati, dal sito attivo dell’enzima. Una 
volta che la Rubisco viene liberata da queste molecole, può essere infatti attivata 
dalla spontanea carbamilazione con la CO2 (Lorimer & Miziorko, 1980). 
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Figura 4.4 Modulazione della Rubisco (E) da parte della Rubisco Attivasi. I box gialli rappresentano i 
diversi stati d’interazione dell’enzima. La forma non-protonata di uno specifico residuo di lisina (E-NH2), 
reagisce con la CO2 rilasciando un protone e formando il carbammato(E-NH-CO2-), che viene stabilizzato 
dal cofattore Mg2+(formazione del complesso E-NH-CO2-. Mg2+). A questo punto (box blu), la Rubisco è 
catalicamente competente, e lega il ribulosio 1,5-bisfosfatop (RuBP) formando il complesso ternario E-NH-
CO2-. Mg2+. RuBP. Adesso può avvenire l’incorporazione di CO2  o O2 nel sito attivo, per generare 
rispettivamente: o il prodotto della carbossilazione, o il prodotto dell’ossigenazione. L’alta affinità che 
mostra RuBP per la Rubisco libera (E-NH3+), porta alla formazione del complesso E-NH3+. RuBP, 
spostando difatto l’equilibrio verso uno stato d’inefficienza catalitica. Lo scopo della Rubisco Attivasi 
(RA), è pertanto quello  d’interagire non covalentemente con il complesso binario facilitando il rilascio di 
RuBP (box rosso), e liberando così l’enzima per il successivo ciclo di carbamilazione. Il processo suddetto 
richiede l’idrolisi dell’ATP. (Plant Physiology Fourth Edition on line). 
 
Due isoforme di Rubisco Attivasi (RcaA2 di 42 kDa e RcaA1 di 46 kDa) trovate in 
diverse specie vegetali, differiscono nella regione C-terminale, come risultato di un 
differente splicing a carico di un comune pre-mRNA. L’isoforma più grande, 
mostra due residui critici di cisteina nell’estensione carbossi-terminale (alle 
posizioni 411 e 392), che sono richiesti per la regolazione redox della sua attività 
via tioredossina-f (Zhang et al., 1999). La presenza di residui di cisteina inoltre, 
risulta essenziale nella modulazione dell’ idrolisi dell’ATP, e nell’attivazione della 
Rubisco in presenza di ADP. 
Alcuni studi, hanno inoltre dimostrato come l’isoforma RcaA1 di 46 kDa sia più 
termostabile dell’isoforma RcaA2 di 42 kDa (Crafts-Brandner et al., 1997). Sembra 
inoltre, che anziché in una denaturazione dell’enzima, l’inattivazione della Rubisco 
Attivasi a causa delle temperature, vada ricercata in perdite di funzionalità a carico 
delle sub-unità. Esiste l’ipotesi che espressioni differenti di due diverse forme di 
attivasi, possano assicurare un meccanismo in grado di ottimizzare l’attivazione 
della Rubisco, a seconda delle condizioni ambientali prevalenti. Sulla base di queste 
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considerazioni, è possibile immaginare che particolari modifiche di splicing  a 
carico dell’mRNA, possano essere modulate e influenzate dalle condizioni 
ambientali in cui la pianta si trova. Mentre negli animali, è stato ad esempio 
osservato come splicing alternativi si verifichino a seconda dello stadio di sviluppo 
o del tipo di cellula, nelle piante, sono fin’adesso stai riportati solo pochi casi 
associabili a questo tipo di regolazione (Nussaume et al., 1995). Un esempio può 
essere rappresentato dall’espressione di splicing alternativi, in seguito a stress da 
freddo (exon skipping), a carico di trascritti di invertasi in patata (Solanum 
tuberosum). Relativamente a questo studio, non è ancora chiaro però, se questa 
variazione possa essere attribuibile ad un cambiamento di tipo adattativo (Bournay 
et al., 1996). 
Tornado alle due isoforme RcaA1 e RcaA2 di Rubisco Attivasi precedentemente 
descritte, nell’orzo (Hordeum vulgare), sono stati osservati livelli diversi 
d’accumulo di trascritti spliced delle due isoforme, durante il ciclo diurno. Si è 
osservato inoltre come i livelli dei trascritti di RcaA1 e RcaA2, decrescessero 
durante lo sviluppo della foglia. Anche se queste scoperte possono permettere una 
migliore comprensione del fenomeno splicing e delle sue implicazioni a livello 
metabolico, non è ancora chiaro se le modifiche a carico degli mRNA siano 
regolate a livello di splicing o da meccanismi di degradazione (Rundle & Zielinski, 
1991). A tal proposito, sarebbe pertanto interessante riuscire a determinare 
cambiamenti nel pattern proteico di forme spliced di Rubisco Attivasi, in risposta 
alla temperatura. Oggi sappiamo che probabilmente, a basse temperature, il 
problema principale è rappresentato dalla fotoinibizione del fotosistema II, a causa 
della riduzione dei livelli di plastochinone (PQ). Conseguentemente, la minore 
disponibilità di elettroni, potrebbe compromettere  il corretto funzionamento 
dell’apparato fotosintetico. 
Per quello che riguarda il presente lavoro, relativamente all’apparato fotosintetico è 
stato osservato: 
I. nessun cambiamento della lunga catena della Rubisco corrispondente a quella 
annotata negli SWISS 2-DE gel del database on line (mappa pH 3-10, spot B); 
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II. l’incremento di una isoforma di Rubisco a lunga catena (mappa pH 4-7, spot S7) in 
tutte le piante sottoposte a stress da freddo (4 ºC Accl, NA+R e A+R); 
III. un decremento di alcuni frammenti di Rubisco a lunga catena nelle piante sopra 
nominate; 
IV. nessun cambiamento nell’espressione di precursori della Rubisco Attivasi e delle 
proteine derivate dalla Rubisco Attivasi splice form 1 (RcaA1 da 46 kDa)   (mappe 
pH 3-10, 3-5,6 e 4-7, spot G2); 
V. nessun cambiamento nel precursore della Rubisco Attivasi in piante controllo 
(20dC) e in piante acclimatate (4ºC), ma un decremento di questo precursore nelle 
tesi NA+R e A+R (mappe pH 3-10, 3-5,6, 4-7, spot S2). 
 
Studi effettuati con microarray (https://www.genevestigator.ethz.ch), indicano un 
incremento nei livelli di trascritto di Rubisco in piante acclimatate, “convalidando” 
parzialmente i risultati ottenuti nel presente lavoro. Inoltre, sempre i dati ottenuti 
con questo sistema d’indagine, mostrano come i livelli di trascritto della Rubisco 
Attivasi, sia nelle piante controllo che in quelle acclimatate, rimangano 
sostanzialmente invariati, confermando le nostre osservazioni. Sfortunatamente, 
non esistono tuttavia dati provenienti da studi con microarray su piante soggette a 
stress da congelamento, che possano ulteriormente supportare i nostri risultati. 
La Rubisco, è un enzima cineticamente molto lento. Dai nostri dati, possiamo 
supporre che quest’enzima risulti particolarmente sensibile alle basse temperature, e 
che il suo livello di espressione, aumenti nel tentativo di utilizzare il potere 
riducente in eccesso. Infatti, se l’attività della Rubisco, in piante sottoposte a stress 
da congelamento, è più bassa che nelle piante controllo, è logico aspettarci un 
incremento nelle quantità accumulate (questo ragionamento è supportato 
dall’induzione trascrizionale, e dal fatto che si osservano meno frammenti di 
degradazione). In particolare, l’incremento della isoforma che abbiamo identificato 
(mappa pH4-7, spot S7), potrebbe essere causata da una modificazione post-
traduzionale associata ad uno stress ossidativo o ad un turnover proteico, che si 
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manifesta in un incremento dell’isoforma acida. Inoltre, per RcaA1 e RcaA2, 
possiamo ipotizzare che mentre la seconda, in seguito a stress da congelamento, 
decresca a causa della sua termosensibilità, RcaA1 possa incrementare la sua 
attività legando più substrato, senza però aumentare il proprio livello d’espressione. 
RcaA1 infatti, non avendo attività catalicamente limitante, riesce a legare una 
maggiore quantità di substrato (Rubisco) senza far rilevare incrementi nei livelli 
d’espressione. 
 
• OEE2 (oxygen-evolving enhancer protein 2-1) (23 kDa) e OEE1 (oxygen-evolving 
enhancer protein 1-1) (33 kDa) 
Oltre alla reazione di carbossilazione, la Rubisco reagisce con O2 dando luogo al 
processo di fotorespirazione (o fotosintesi ossigenica), una reazione apparentemente 
inefficiente, che abbassa l’efficienza d’incorporazione del carbonio nei composti 
organici. 
Con la fotosintesi ossigenica, si ha la produzione di radicali e di specie attive 
dell’ossigeno, che hanno effetti dannosi sul fotosistema II (PSII). L’eccellente 
architettura di quest’ultimo complesso comunque, garantisce protezione alla 
maggior parte delle proteine costituenti. 
La riparazione del fotosistema II attraverso la sostituzione (o turnover) delle sub-
unità proteiche danneggiate, è svolta da un processo articolato che comporta: la 
fosforilazione reversibile altamente regolata di diverse sub-unità del core del PSII; 
la monomerizzazione e la migrazione del core del PSII dai grana alle lamelle dello 
stroma; il parziale disfacimento del monomero del core del PSII; la proteolisi delle 
proteine danneggiate; la sostituzione delle proteine danneggiate con proteine 
sintetizzate de novo, a cui segue pertanto il riassemblaggio, la dimerizzazione  e la 
fotoattivazione dei complessi del PSII (Aro et al., 2004). 
E’ stato riportato che OEE2 (oxygen-evolving enhancer protein 2-1 di 23 kDa) ed 
altre due molecole, OEE1 (oxygen-evolving enhancer protein 1-1 di 33 kDa) e 
OEE1-2 (oxygen-evolving enhancer protein 1-2 di 17 kDa) si uniscono a formare il 
complesso OEC (oxygen-evolving complex). Queste molecole legano quattro ioni 
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Mn2+ nel processo di fotolisi dell’acqua, e mantengono le condizioni adatte 
all’evoluzione dell’ossigeno. Con l’aiuto del complesso OEC, il P680 e il centro di 
reazione del PSII, ossidano le molecole d’acqua e rimuovono da queste elettroni. 
Due molecole d’ H2O infatti, vengono scisse in quattro protoni, quattro elettroni e in 
una molecola di O2. 
Alcuni studi, hanno dimostrato la capacità delle piante di adattarsi a differenti 
ambienti e di evitare la fotoinibizione, per mezzo di una più veloce capacità di 
dissipazione dell’energia sotto forma di calore, associata all’accumulo di specifiche 
sub-unità del fotosistema II (Ballottari et al., 2007). 
Nel nostro lavoro, a supporto di questi risultati, è stato osservato un aumento nel 
livello di OEE1 in tutte le piante sottoposte a stress (4 ºC Accl, NA+R e A+R) 
(mappe pH 3-10, 3-5,6, 4-7, spot L5), che potrebbe essere interpretato come un 
tentativo di diminuire la fotoinibizione durante il periodo di gelo. Il decremento 
osservato a carico dei livelli di OEE2 (mappa pH 3-5,6, spot S8) nella tesi NA+R, 
potrebbe invece essere indice di una loro maggiore sensibilità ai trattamenti in 
condizioni di congelamento, rispetto alle piante che sono state precedentemente 
acclimatate alla temperatura di 4 ºC. 
 
• Coproporfirinogeno ossidasi III 
Tetrapirroli come le clorofille sono componenti fondamentali delle cellule 
fotosintetiche. La coproporfirinogeno ossidasi III, è un enzima coinvolto nel sesto 
step del metabolismo delle porfirine, nel quale si ha la conversione del 
coproporfirinogeno III in protoporfirinogeno IX ad opera di una decarbossilazione 
ossidativa. 
Le piante, per il funzionamento di svariate funzioni biologiche,  sintetizzano gruppi 
eme e composti derivanti dalla via eme del glutammato fra cui: citocromi, implicati 
nei processi di fotosintesi e di respirazione; ossidasi come catalasi e perossidasi, 
impiegate nella localizzazione delle specie reattive dell’ossigeno; emoglobine e 
leghemoglobine; citocromo P450, implicato nella produzione di metaboliti 
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particolari. Esiste poi un secondo processo, che a partire dal  protoporfirinogeno IX, 
porta alla biosintesi delle clorofille. 
Nel presente lavoro, si è osservata una diminuzione nei livelli d’espressione della 
coproporfirinogeno ossidasi III, nelle tesi NA+R e A+R, mentre non si è riscontrata 
alcuna variazione nelle piante controllo e in quelle acclimatate (4 ºC Accl) (mappa 
pH 3-5,6, spot 6). Questi risultati lasciano supporre che la biosintesi della clorofilla 
non venga interrotta durante gli step che richiedono energia sottoforma di NADPH, 
ma in passaggi precedenti, a causa di un decremento nei livelli dell’enzima 
coproporfirinogeno ossidasi III. 
Tutte le osservazioni fin’ora effettuate riguardo le proteine correlate all’apparato 
fotosintetico, supportano l’ipotesi di un ruolo di primo piano della fotosintesi, nei 
meccanismi adattativi di A. thaliana in risposta a stress da congelamento. 
 
4.3   Conclusioni e prospettive
 
Differenze nelle condizioni d’acclimatazione al freddo durante i trattamenti, incluse sia 
quantità di luce che temperatura, spiegano probabilmente come mai, i risultati sugli studi 
fin’ora effettuati sulla tolleranza allo stress da congelamento in A. thaliana, differiscono 
leggermente tra loro. La ricchezza delle cellule vegetali di composti quali pigmenti, 
lipidi, polifenoli etc. inoltre, influisce negativamente sull’estrazione delle proteine e 
disturba l’elettroforesi in prima dimensione. Anche alla luce di queste considerazioni, è 
evidente come progressi e avanzamenti nelle tecniche d’indagine di questa disciplina, 
siano necessari al fine di garantire un buona estrazione proteica, ed analisi 
elettroforetiche attendibili ed affidabili. 
L’obiettivo principale degli studi eseguiti sull’acclimatazione al freddo e sulla tolleranza 
allo stress da congelamento, prevede l’identificazione delle proteine indotte da queste 
condizioni, come queste vengono regolate, e che ruolo giocano nella vita delle piante alle 
basse temperature. La maggior parte degli studi che fino ad oggi sono stati effettuati 
sull’argomento, sono rappresentati soprattutto da lavori a livello genetico e 
trascrittomico. Con lo sviluppo delle tecnologie d’indagine proteomica, lo studio della 
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risposta delle piante alle basse temperature e allo stress da congelamento, può pertanto 
essere inserito in un contesto d’analisi più ampio e possibilmente più esaustivo. I risultati 
ottenuti con lo studio dei pattern proteici, uniti ad indagini genetiche e trascrittomiche, 
offrono infatti la possibilità di analizzare e di comprendere meglio i meccanismi cellulari 
di difesa delle piante a questi stress, nonostante le limitazioni che le indagini proteomiche 
ancora possiedono. 
Il presente lavoro, più che sul fenomeno dell’acclimatazione alle basse temperature in A. 
thaliana, si è concentrato sulle risposte indotte dallo stress da congelamento in questa 
specie vegetale. Tale approccio, è stato scelto per poter meglio analizzare tutti i 
cambiamenti che avvengono a livello proteico, in seguito a esposizioni sub-letali a –10 
ºC, sia in piante acclimatate che in piante non acclimatate. 
I risultati presentati in questo studio, hanno messo in luce come la regolazione 
dell’espressione proteica (up-regolation o down-regolation), rappresenta un importante 
mezzo d’adattamento delle piante alle basse temperature. Dalle nostre osservazioni 
infatti, risulta che molte delle proteine differenzialmente espresse analizzate, ricoprono 
ruoli importanti nella regolazione delle risposte di A. thaliana allo stress da 
congelamento. A supporto di tale considerazione, c’è il fatto che molte delle proteine 
identificate, sono risultate associate a svariati meccanismi e funzioni come difesa, sintesi 
proteica, trasduzione del segnale e fotosintesi, tutte vie, che come è stato descritto nei 
paragrafi precedenti, possono essere percorse dalla pianta in risposta allo stress da 
congelamento. 
In particolare, sulla base dei dati ottenuti con il presente lavoro, è possibile ipotizzare per 
la fotosintesi, un ruolo di primo piano nelle risposte d’adattamento di A. thaliana allo 
stress da congelamento. Questa teoria, trova supporto e spiegazione sulla base delle 
osservazioni di seguito riportate: 
• gli incrementi nei livelli di espressione di una isoforma acida di Rubisco, sembrano 
imputabili al tentativo da parte di quest’ultima di utilizzare il potere riducente in 
eccesso causato dallo stress;
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• contemporaneamente all’incremento nei livelli d’espressione di tale isoforma, si 
assiste ad una diminuzione nell’attività dell’isoforma RcaA2 di Rubisco Attivasi 
dovuta alla sua termosensibilità;
 
• aumenti relativi nell’attività dell’isoforma Rca1A1 sarebbero legati alla capacità di 
quest’ultimo enzima di legare più substrato;
 
• elevati accumuli di una specifica sub-unità del fotosistema II (OEE1), sarebbero 
capaci di contenere i livelli di fotoinibizione durante lo stress; 
 
• diminuzioni a carico dell’altra sub-unità identificata (OEE2) solo nelle tesi NA+R, 
potrebbero essere indice di una maggiore sensibilità al congelamento, rispetto alle 
piante precedentemente acclimatate (4 ºC Accl).
 
 
I risultati ottenuti con il presente lavoro, dimostrano e confermano la natura altamente 
complessa che sta alla base della capacità delle piante, di adattarsi a temperature basse e 
di congelamento. Attraverso l’impiego di ulteriori e sempre più affidabili sistemi 
d’indagine (per esempio Western Blot e Real Time PCR), sarà forse possibile rafforzare e 
completare i nostri dati, oltre che magari costruire uno schema dettagliato delle risposte 
indotte dalle basse temperature e dal congelamento nelle piante. 
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